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1    JOHDANTO 
 
Polyfenolit, joihin prosyanidiinit ja flavanolit kuuluvat, ovat kasvien sekundaarisia 
aineenvaihduntatuotteita, jotka toimivat kasvissa esimerkiksi signaaliyhdisteinä ja 
suojaavat kasvia ulkoisilta uhkilta, kuten haitallisilta mikrobeilta. Polyfenoleja esiintyy 
laajasti kasvikunnassa: monissa hedelmissä, vihanneksissa, pähkinöissä, siemenissä ja 
kukissa, ja siten niitä saadaan runsaasti kasvipohjaisesta ravinnosta. Ravinnosta saatuna 
polyfenolit edistävät ihmisen terveyttä monin eri mekanismein. Polyfenolien on raportoitu 
olevan muun muassa antikarsinogeenisia (Fotsis ym. 1997), antimikrobisia (Benavente-
Gracia ym. 1997) ja laajentavan verisuonia sekä estävän niiden tukkeutumista (Samman 
ym. 1998; Fitzpatrick ym. 1998).  
Kaakaon fenolisten yhdisteiden terveysvaikutuksista tutkituin on niiden positiivinen 
vaikutus sydän- ja verisuoniterveyteen. Kaakaon fenolisista yhdisteistä 96 % on joko 
flavanoleja (epikatekiinia ja katekiinia) tai niiden polymeereja prosyanidiineja. Tässä 
tutkielmassa edellisiin viitataan usein termillä kaakaon flavanolit. Kwik-Uribe ja Bektash 
toteavat katsausartikkelissaan (2008), että epidemiologisten- ja interventiotutkimusten 
tulosten mukaan kaakaon kulutuksen positiivinen vaikutus sydän- ja verisuoniterveyteen 
johtuu kaakaon flavanoleista ja luultavasti tarkemmin niiden kyvystä säädellä verisuonia 
laajentavan typpioksidin pitoisuuksia. Tällä hetkellä yksi kaakaon flavanoleihin liittyvä 
terveysväittämä ja sen laajennus on hyväksytty käytettäväksi Euroopassa tietyn kaakaon 
markkinoinnissa. Terveysväite koskee yhden yrityksen (Barry Callebaut) valmistamaa 
kaakaojauhetta, josta saa esittää terveysväittämän ”kaakaon flavanolit auttavat 
ylläpitämään endoteeliperäistä verisuonten laajentumista, mikä edesauttaa normaalia 
verenkiertoa.”  
Suklaan valmistuksessa käytettävää kaakaomassaa saadaan kaakaopavuista, jotka on  
fermentoinnin, lämpökäsittelyn ja kuorinnan jälkeen jauhettu ja sulatettu. Suklaan 
valmistusprosessissa voidaan käyttää eri tavoin käsiteltyjä  kaakaojauheita, joiden 
flavanolipitoisuus vaihtelee. Suklaan valmistusprosessi sisältää vaiheita, joiden aikana 
massaa mm. hienonnetaan (valssaus), kuumennetaan tai siihen sekoitetaan ilmaa 
(konssaus). Kaakaon terveysvaikutusten  kannalta on tärkeää tietää, mikä on 
valmistusprosessin vaikutus suklaan flavanoleihin. 
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Tämän maisterintutkielman kirjallisuusosasssa tarkasteltiin kaakaon flavanolien 
esiintyvyyttä, ominaisuuksia ja niiden analytiikkaa. Lisäksi tarkasteltiin kaakaon ja suklaan 
valmistusprosessin eri vaiheiden vaikutusta kaakaon flavanolien pitoisuuteen ja profiiliin. 
Kokeellisen osan tavoitteena oli selvittää erilaisten suklaiden valmistusprosessin ja raaka-
aineiden vaikutusta kaakaon flavanolien pitoisuuteen ja koostumukseen.  
 
2    KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1    Kaakaotuotteiden valmistus 
 
Suurin osa prosessoiduista suklaa- ja kaakaotuotteiden lähtöaineista on peräisin 
trooppisesta kaakaopuusta (Theobroma cacao) (Gu ym. 2006). Kaakaopuut kasvavat 
päiväntasaajalla ja menestyäkseen ne vaativat suuren suhteellisen kosteuden, ravinteikkaan 
maaperän ja varjoisan kasvupaikan. Luonnonvaraisena kaakaota kasvaa trooppisessa Etelä-
Amerikassa, mutta sitä voidaan viljellä kaikilla päiväntasaajan alueilla, joissa 
kasvuvaatimukset täyttyvät. Kaakaota viljellään erityisesti Länsi-Afrikassa, mutta myös 
Indonesiassa ja Malesiassa. Kaakaon suurimpia tuottajamaita ovat Norsunluurannikko, 
Ghana ja Nigeria. Ecuador on kaakaontuottajamaana pieni (n. 3 % kokonaistuotannosta), 
mutta sieltä tuleva kaakao on erityisen laadukasta ja jäljitettävissä aina viljelmille saakka. 
Esimerkiksi Fazerin Siniseen käytetään ecuadorilaista Arriba-kaakaopapua, joka on 
aromaattisen criollon alalajike.  
 
Kaakaolajikkeita on kolme: forastero, criollo ja trinitario. Usein neljänneksi nostetaan 
myös forasterolajikkeesta polveutuva ecuadorilainen Arriba Nacional-lajike. Näistä 
kasvitauteja ja säätilanvaihteluita paremmin kestävä forastero (Theobroma cacao subst. 
sphaerocarbum) on yleisin. Noin 70 prosenttia viljellystä kaakaosta on forasteroa (Counet 
ym. 2004). Criollo (Theobroma cacao subst. cacao) on alkuperäinen lajike, ja sitä pidetään 
aromaattisempana ja hienostuneempana. Trinitario on criollon ja forasteron risteytys, joka 
sai nimensä ensimmäisen viljelyspaikkansa, Trinidadin mukaan. Lisäksi viljellään näiden 
erilaisia hybridejä, niin sanottuja kloonilajikkeita kuten esimerkiksi ecuadorilainen 
kolmoishybridiklooni CCN51.  
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Kaakaopuun kukat ja hedelmät kasvavat suoraan puun rungosta (Afoakwa 2010). 
Kaakaohedelmä sisältää hedelmälihaa ja siemeniä, joista saadaan fermentoinnin ja 
kuivaamisen jälkeen kaakaon valmistuksessa käytettävät pavut. Fermentointi ja 
kuivaaminen tehdään yleensä tuottajamaissa, minkä jälkeen kuivat pavut myydään 
eteenpäin. Hedelmät avataan ja siemenet ja osa hedelmälihasta kaavitaan laatikoihin, 
peitellään banaaninlehdillä ja annetaan fermentoitua 4-7 päivää. Fermentoinnin aikana 
hedelmäliha kuivuu pois ja kosteat pavut jäävät jäljelle. Fermentointi on ensimmäinen 
askel kaakaon arominmuodostuksessa, sen aikana aminohappo- ja sokeripitoisuudet 
suurenevat ja samalla syntyy reagentteja paahtamisvaiheen Maillard-reaktioon, ja se myös 
tuhoaa maultaan kitkeriä, mutta mahdollisesti terveydelle hyödyllisiä polyfenoleja (Counet 
ym. 2004). Criolloa fermentoidaan yleensä vähemmän, koska se sisältää vähemmän 
polyfenoleja ja on siten valmiiksi miedomman makuinen, kuin forasteroa, jonka yleinen 
fermentaatioaika on 5 päivää. Näyttääkin siltä, että lajikkeiden väliset erot johtuvat 
ennemmin fermentioajasta kuin kasvupaikasta, vaikka kasvupaikka voi tuoda makuun 
esimerkiksi hedelmäisyyttä (Counet ym. 2004). Kaakaopapujen jatkojalostus tapahtuu 
usein muualla kuin viljelymaassa, esimerkiksi suurin osa Fazerin kaakaosta jalostetaan 
Euroopassa. Pavut puhdistetaan vierasaineista ja paahdetaan. Kun kuoritut kaakaopavut 
paahdetaan ja jauhetaan kaakaomassaksi, on lopputuotteesta noin puolet rasvatonta 
kaakaokakkua (Nonfat Cocoa Solid, NFCS) ja puolet kaakaovoita. 
 
Kuva 1. Kaakaomassan valmistusvaiheet 
 
Kaakaomassaa saadaan, kun kaakaopavut fermentoidaan, kuivataan, paahdetaan ja 
kuoritaan, minkä jälkeen ne jauhetaan kaakaotahnaksi ja sulatetaan kaakaomassaksi (Gu 
ym. 2006). Kaakaomassasta saadaan leivontasuklaata, kun se valetaan levyiksi ja annetaan 
Kaakaopapujen 
fermentointi ja 
kuivaus 
Laatutarkastus ja 
papujen 
esipuhdistus 
Paahto: murskaus, 
pastörointi, 
rouhinta 
Seulonnan jälkeen 
kaakaonibsit 
jauhetaan 
kaakaomassaksi 
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jäähtyä. Leivontasuklaa on toiselta nimeltään joko makeuttamaton tai kitkerä suklaa.  
Makeuttamaton kaakaojauhe taas on kaakaomassaa, josta on painamalla erotettu 
vaihtelevia määriä kaakaovoita. Dutch-prosessoitu kaakaojauhe on tehty hienontamalla 
kaakaomassaa, josta on poistettu rasva ja joka on alkaloitu kemiallisesti miedomman maun 
ja lämpimämmän värin saavuttamiseksi. Tumma suklaa on makeutettua suklaata, johon ei 
yleensä ole lisätty lainkaan maitoa. Maitosuklaa on sokerilla makeutettua suklaata, johon 
on lisätty joko kondensoitua maitoa tai maitojauhetta. Suklaan valmistusprosessin vaiheet, 
sekoitus, valssaus, konssaus, temperointi, jäähdytys, valu ja pakkaaminen esitetään 
kuvassa 2. 
 
Kuva 2. Suklaan valmistusvaiheet 
 
Suklaatuotteiden NFCS (engl. Non Fat Cocoa Solids)-pitoisuudet vaihtelevat riippuen siitä, 
onko tuote tehty käyttäen esimerkiksi makeuttamatonta kaakaojauhetta tai kaakaomassaa 
(Gu ym. 2006). Suuri NFCS-pitoisuus tarkoittaa yleensä suurta prosyanidiini-pitoisuutta, 
paitsi Dutch-alkaloiduissa tuotteissa, koska alkalointi hajottaa prosyanidiineja. 
Leivontasuklaan kaakaon kuiva-ainepitoisuus on noin 50 prosenttia ja loppu on 
kaakaovoita. Kuitenkin suklaatuotteissa kaakaopitoisuudeksi lasketaan sekä kaakaokakun 
että kaakaovoin osuus. Tästä näkökulmasta leivontasuklaa on siis 100-prosenttista 
kaakaota. Kauppa- ja teollisuusministerion asetuksen (451/2003) mukaan ”suklaa”- 
ja ”tumma suklaa” -nimiset tuotteet tulee olla valmistettu kaakaotuotteista ja sokerista ja 
joissa muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta (esimerkiksi pähkinäsuklaat) tulee kaakaon 
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kokonaiskuiva-ainepitoisuuden olla vähintään 35 % siten, että vähintään 18 % tuotteesta on 
kaakaovoita ja vähintään 14 % rasvatonta kaakaon kuiva-ainetta. 
 
2.2    Kaakaon flavanolit – prosyanidiinit 
 
Kaakaon potentiaaliset terveyshyödyt liittyvät kaakaon polyfenoleihin, minkä vuoksi on 
kehitetty menetelmiä kaakaon polyfenolien määrittämiseksi. Vuonna 1998 Zumbe raportoi 
tunnistaneensa ja kvantitoineensa kaakaon polyfenoliprofiilin. Julkaisun mukaan 
kaakaopavun kokonaisfenolipitoisuus on noin 6–8 prosenttia pavun kuivapainosta. 
Polyfenolit ovat kaakaopavussa varastoituneina sirkkalehtien pigmenttisoluihin, joiden väri 
vaihtelee valkoisesta tummaan violettiin antosyaanien pitoisuudesta riippuen (Afoakwa 
2010). Kaakaon polyfenoliprofiili (kuva 3) koostuu katekiineista (eli flavanoleista), joista 
pääosa on (-)-epikatekiinia, näistä koostuvista proantosyanidiineista (tarkemmin 
prosyanidiineista) ja antosyaaneista (Wollgast ja Anklam 2000). Lisäksi muutamissa 
muissa ensimmäisissä prosyanidiinejä koskevissa tutkimuksissa kaakaopavun 
pääflavonoideiksi tunnistettiin katekiini, epikatekiini, dimeerit prosyanidiini B1 ja B2 ja 
trimeeri C1 (Porter ym. 1991; Osakabe ym. 1998). Wollgast ja Anklam esittävät 
katsausartikkelissaan (2000) yhteenvedon kaikista polyfenoleista, joita kaakaosta ja 
kaakaotuotteista on tunnistettu (taulukko 1).  
 
                        
Kuva 3. Kaakaon polyfenoliprofiili Wollgastin ja Anklamin (2000) mukaan 
 
 
35 % 
2 % 
59 % 
4 % 
Epikatekiini Muut katekiinit Proantosyanidiinit Antosyaanit
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Taulukko 1. Kaakaopavuista tai kaakaotuotteista tunnistetut polyfenolit  (Wollgast ja Anklam 2000; 
Afoakwa 2010) 
Katekiinit Prosyanidiinit Antosyaanit Flavonoliglykosidit Muut 
(-)-epikatekiini Prosyanidiini B1 syanidiini-3-α-L-
arabinosidi 
kversetiini-3-O-α-D- 
arabinosidi 
klovamidi 
(+)-katekiini Prosyanidiini B2 syanidiini-3-β-D-
galaktosidi 
Kversetiini-3-O-β-
D-glukopuranosidi 
dideoksiklovamidi 
(+)-gallokatekiini Prosyanidiini B3    
(-)-epigallokatekiini Prosyanidiini B4    
 Prosyanidiini B5    
 Prosyanidiini C1    
 Prosyanidiini D    
 Epikatekiinin 
homologisia oligo- 
 ja polymeerjeä 
   
 
Kuva 4. Prosyanidiinien sukupuu 
 
Kuvassa neljä esitetään prosyanidiinien ”sukupuu”. Proantosyanidiinit ovat värittömiä, 
mutta ne hydrolysoituvat happamissa olosuhteissa vastaaviksi värillisiksi antosyaaneiksi, 
eli prosyanidiinin hydrolyysissä syntyy syanidiinia, prodelfinidiinistä delfinidiiniä ja 
propelargonidiinista pelargonidiinia (Schwartz 2008). Proantosyanidiineja ovat dimeerit ja 
niitä suuremmat flavanolimonomeereista koostuvat yhdisteet. Proantosyanidiineja voi 
esiintyä jopa 50 yksiköstä koostuvina polymeereina (Crozier ym. 2012). Proantosyanidiinit 
(erityisesti dimeerit ja oligomeerit oktameeriin asti) reagoivat syljen proteiinien kanssa 
tuottaen astringoivan suutuntuman.  
 
Prosyanidiinit ovat flavanolien monomeereista, katekiinista tai epikatekiinista, koostuvia 
proantosyanidiineja, jotka kuuluvat tanniineiden ryhmään. Eri proantosyanidiinit 
(yleisimpiä ovat propelargonidiinit, prosyanidiinit ja prodelfidiinit) eroavat toisistaan 
flavanolimonomeerien B-renkaassa olevien hydroksyyliryhmien määrässä. Kasvikunnassa 
Flavonoidit 
Antosyaanit 
Muut flavonoidit 
Flavanolit, flavonit 
ym. 
Tanniinit 
Proantosyanidiinit 
Prosyanidiinit 
Prodelfinidiinit 
Propelargonidiinit 
ym. 
Hydrolysoituvat 
tanniinit 
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yleisimmin esintyvät proantosyanidiinit ovat peläkästään katekiineista koostuvia 
prosyanidiineja, joita kaakaossakin olevat proantosyanidiinit ovat (Crozier ym. 2012).  
 
Kuvassa 5 on esitetty Priorin ja Gun (2005) mukaan proantosyanidiinien yleisimmät 
monomeeriyksiköt. Kuvasta nähdään, että propelargonidiineillä on B-renkaassa yksi 
hydroksyyliryhmä, prosyanidiineillä kaksi ja prodelfinidiineillä kolme. 
 
Flavan-3-oli Proantosyanidiini R1 R2 R3 R4 R5 
Afzelekiini Propelargonidiini H OH H H OH 
Epiafzelekiini Propelargonidiini H OH H OH H 
Katekiini Prosyanidiini H OH OH H OH 
Epikatekiini Prosyanidiini H OH OH OH H 
Gallokatekiini Prodelfidiini OH OH OH H OH 
Epigallokatekiini Prodelfidiini OH OH OH OH H 
Kuva 5. Proantosyanidiinien yleisimpien flavanolimonomeerien rakenteet ja vastaavien polymeerien nimet 
(Prior ja Gu 2005). 
 
Proantosyaaneja voidaan lisäksi jaotella niiden muodostamien sidosten perusteella. 
Luonnossa yleisempiä ovat B-tyypin sidokset, joissa monomeerit ovat liittyneet toisiinsa 
joko C4 → C8 tai C4 → C6 -sidoksin, mutta niiden rinnalla esiintyy myös A-tyyppiä (C2 
→ O7 ja C2 → O5 -sidos), joka tuottaa monomeerien välille toisen sidoksen. Kuvassa 6 
(Hellström ja Mattila 2008) on esitetty trimeerisen proantosyanidiinin rakenne, jossa on 
sekä B- että A-tyypin sidoksia. 
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Kuva 6. A- ja B-tyypin sidoksia sisältävän trimeerisen proantosyaanin rakenne Hellströmin ja Mattilan 
(2008) mukaan. 
 
Prosyanidiineillä on triviaalinimet, esimerkiksi prosyanidiini B2 (epikatekiini-(4β→8)-
epikatekiini) (kuva 7), joissa A ja B viittaavat dimeerien sidostyyppiin ja C trimeeriin. 
 
Kuva 7. Prosyanidiini B2:n rakennekaava (Herttua 2011) 
 
Kaakaon proantosyaanit ovat prosyanidiineja (Gu ym. 2006; Hellström ja Mattila 2008; 
Herttua 2011). Kaakaon prosyanidiiniprofiili koostuu pääosin epikatekiinien mono-, oligo- 
ja polymeereistä. Prosyanidiinien kokoa mitataan polymerisaatioasteella (DP = degree of 
polymerisation). Kaakaon prosyanidiinit ovat suurimmaksi osaksi välillä DP 1-10 (Gu ym. 
2004). 
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2.3    Kaakaon prosyanidiinien vaikutukset terveyteen 
 
Kaakaon prosyanidiinien terveysvaikutusten uskotaan johtuvan niiden suuresta 
antioksidanttikapasiteetista. Gu ym. (2006) viittaavat artikkelissaan tutkimuksiin, joiden 
mukaan kaakaosta on esitetty seuraavia väitteitä: kaakaon prosyanidiinien on todettu 
hillitsevän LDL-lipoproteiinien hapettumista ja ateroskleroosin syntyä, aiheuttavan 
typpioksidiperäistä vasodilaatiota ja mahdollisesti alentavan korkeaa verenpainetta 
miehillä. Lisäksi erään tutkimuksen mukaan lyhytaikainenkin tumman suklaan käyttö johti 
terveiden henkilöiden insuliiniherkkyyden paranemiseen ja alensi verenpainetta, ja toisessa 
tutkimuksessa todettiin pentameeristen prosyanidiinien estävän ihmisen rintasyöpäsolujen 
kasvua. Lupaavat tutkimustulokset eivät kaikki kuitenkaan ole Euroopassa johtaneet 
ravitsemus- ja terveysväiteasetuksen ((EY) N:o 1924/2006) mukaisiin 
terveysväitehakemuksiin. Tällä hetkellä yksi kaakaon flavanoleihin liittyvä terveysväittämä 
ja sen laajennus (kapselit ja tabletit) on hyväksytty käytettäväksi Euroopassa tietyn 
kaakaon markkinoinnissa (http://ec.europa.eu/nuhclaims). 
 
Euroopan elintarviketurvallisuusviranomainen (EFSA) on julkaissut vuonna 2013 
tieteellisen mielipiteen koskien ravitsemus- ja terveysväiteasetuksen ((EY) N:o 1924/2006) 
artikla 13. mukaista toiminnallista terveysväittämää ”kaakaon flavanolit auttavat 
ylläpitämään endoteeliperäistä verisuonten laajentumista, mikä edesauttaa normaalia 
verenkiertoa.” EFSA:n nk. ravitsemuspaneelin (Scientific Panel on Dietetic Products, 
Nutrition and Allergies, NDA)  mukaan voidaan tieteellisen näytöön perusteella todeta, 
että kaakaon flavanolien ja endoteeliperäisen verisuonten laajentumisen säilymisen välillä 
on syy ja seuraussuhde. Terveyshyöty saavutetaan kaakaon flavanolien 200 mg:n 
päiväannoksella, mikä vastaa 2,5 g runsaasti flavanoleja sisältävää kaakaojauhetta tai 10 g 
runsaasti flavanoleja sisältävää tummaa suklaata. Terveysväitteen kohderyhmänä on koko 
väestö. Ravitsemuspaneeli totesi mielipiteesssään, että tutkimusten perusteella vain 
monomeerit ja jotkin dimeerit imeytyvät kehon käyttöön ruuansulatuskanavasta, 
suuremmat prosyanidiinit taas eivät. Flavanoleiksi katsottiin prosyanidiinit, joiden 
polymeroitumisaste on 1-10. 
 
Kaakaon fenolisia yhdisteitä tutkitaan niiden todennäköisten terveysvaikutusten vuoksi. 
Polyfenolien tiedettiin jo ennen kaakaotutkimuksen alkua vaikuttavan ehkäisevästi sydän 
ja verisuonisairauksiin, koska samankaltaisia polyfenoleita on tutkittu paljon teen ja 
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punaviinin osalta (Wollgast ja Anklam 2000). Kaakaon polyfenoleista pääosa on 
flavanoleja (toiseksi suurin polyfenoliryhmä ovat antosyaanit ja niitä on vain 4 %), joten 
siksi tutkimus keskittyy niihin. Kaikki kaakaon prosyanidiinit osoittavat 
antioksidanttitehoa in vitro, mutta eivät välttämättä in vivo, koska esimerkiksi pieniä 
oligomeereja suurempien yhdisteiden imeytyminen ruuansulatuskanavasta ja siten myös 
bioaktiivisuus on heikkoa. 
Cooperin ym. (2008) mukaan ensimmäinen oletus kaakaon polyfenolien 
antioksidanttisuudesta esitettiin vuonna 1996, kun Lancetissa julkaistiin toimittajalle 
osoitettu kirje (Waterhouse ym. 1996), jossa kerrottiin kaakaosta uutetuille polyfenoleille 
tehdystä in vitro -kokeesta. Siinä polyfenolit eristettiin kaupallisesta kaakaosta ja suklaasta 
ja niiden antioksidanttiaktiivisuus LDL-lipoproteiinin hapettumista vastaan mitattiin in 
vitro. Tulosten mukaan LDL:n hapettuminen estyi 75-prosenttisesti 
kokonaisfenolipitoisuudella 5 µmol/l (gallushappoekvivalentteina ilmaistuna). Tämän 
jälkeen kaakaon ja suklaan mahdollisia terveyshyötyjä on tutkittu runsaasti, keskittyen 
pääasiassa sydän ja verisuoniterveyteen, mutta myös suklaan yhteyttä kognitiivisiin 
kykyihin, syövän ehkäisyyn ja diabetekseen.  
Kaakaon polyfenolien vaikutusmekanismia on tutkittu kliinisin, prekliinisin ja in vitro -
kokein. Eniten on tutkittu niiden vaikutusta verisuonistoon typpioksidipitoisuuksien kautta 
(Cooper 2008; Kwik-Uribe ja Bektash 2008). Typpioksidi vähentää endoteelin 
toimintavirheitä, LDL-lipoproteiinin hapettumista, tulehdusta ja verihiutaleiden 
aggregaatiota, jotka kaikki puolestaan ovat sydän ja verisuonisairauksien riskiä lisääviä 
tekijöitä, ja siten niitä voidaan käyttää biomarkkereina arvioitaessa sydänsairauksien riskiä. 
Erityisesti endoteelin tila on hyvä biomarkkeri sydänkohtauksen riskille. Useat kliiniset 
tukimukset ovat todistaneet endoteelin toiminnan parantuneen kaakaon kulutuksen 
seurauksena, mutta vielä ei tiedetä saavutetaanko nämä parannukset yhden kohdistetun 
mekanismin vai monien lievempien parantavien tekijöiden kautta.  
 
2.4    Kaakaon flavanolien analytiikka 
 
Fenolisia yhdisteitä analysoitaessa menetelmän valinta riippuu paljolti siitä, minkä tasoista 
tietoa tutkimuksessa haetaan. Lähestymistapoja ovat esimerkiksi flavonoidien etsiminen 
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tietystä kasviryhmästä, flavonoidien eristäminen kasvista, jonka tiedetään sisältävän niitä, 
spesifin flavonoidin konsentraation määritys tietystä kasvista ja kasvista eristetyn ja 
puhdistetun flavonoidin tunnistus. Monet analyyttiset menetelmät soveltuvat kaakaon 
fenolisten yhdisteiden määritykseen, mutta yleisimpiä ovat kolorimetriset menetelmät 
kokonaisfenolien määrityksessä ja nestekromatografia yksityiskohtaisempaa tietoa 
haettaessa. 
Kolorimetriset menetelmät soveltuvat polyfenolien karkeaan kvantitointiin ja niitä 
käytetään laajasti, koska ne ovat yksinkertaisia ja niiden herkkyys on hyvä (Wollgast ja 
Anklam 2000). Proteiinien saostusmenetelmiä käytetään tanniinien prosenttiosuuden 
määrittämiseen. Menetelmät on esitetty tarkemmin taulukossa 2. Molempien menetelmien 
tulokset riippuvat paljolti käsittelyä edeltävän uuton olosuhteista (liutiottimen valinta ym.) 
ja lisäksi tulokset ilmaistaan standardisuoran gallushappo- tai katekiiniekvivalentteina, 
jolloin tuloksista ei saada tietoa näytteen yksittäisistä flavonoideista, flavanolien välisistä 
sidoksista tai oligomeerien polymerisaatioasteista (Prior ja Gu 2005).  
 
Polyfenolisten yhdisteiden pitoisuus oli suurempi Folin-Ciocalteu menetelmällä 
määritettynä kuin UHPLC-MS/MS (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography 
- Tandem Mass Spectrometry)-menetelmällä määritettyjen fenolisten yhdisteiden summa. 
On yleisesti tiedossa, että Folin-Ciocalteu menetelmä ei ole spesifinen menetelmä 
fenolisten yhdisteiden määritykseen vaan se detektoi myös muita hydrofiilisia yhdisteitä, 
kuten sokerien jäämiä. Näin ollen rinnalla tehty vanilliinitesti on spesifisempi 
prosyanidiinien kvantitointiin, koska prosyanidiinit ovat kaakaouutteiden hallitseva 
fenolinen ryhmä. Vanilliinitesti on herkempi ja spesifisempi prosyanidiinien 
tunnistamiseen, koska se tunnistaa vain flavonolit, joissa on metaorientoitunut 
substitoitumaton hydroksyyliryhmä ja tyydyttynyt C2–C3-sidos ja ei lainkaan C4-hiiltä. 
Näytteiden tarkempaan analyysiin käytetäänkin kromatografisia menetelmiä kuten 
HPLC:tä (engl. High Performance Liquid Chromatography), TLC:tä (engl. Thin-Layer 
Chromatography) ja CE:tä (engl. Capillary Electrophoresis) Käytetyin menetelmä on 
HPLC. Se etuja ovat hyvä resoluutio, tehokkuus, toistettavuus ja suhteellisen lyhyt 
analyysiaika (joskin vielä parempiin tuloksiin päästään UHPLC:llä). Lisäksi toisin kuin 
kaasukromatografiassa yhdisteiden derivatisaatio tai volatiliteetti eivät aiheuta ongelmaa. 
HPLC voidaan helposti yhdistää moniin detektoreihin, ja sen yhteydessä käytetäänkin sekä 
UV-VIS (engl. Ultraviolet–Visible spectroscopy) - ja fluoresenssidetektoreja ja MS- ja 
NMR (engl. Nuclear Magnetic Resonance) -detektoreja. 
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Taulukko 2. Kaakaon fenolisten yhdisteiden määritykseen käytettyjä menetelmiä 
Menetelmä Käyttötarkoitus  Kohde Huomiot 
Kolorimetrinen    
Menetelmät 
yksinkertaisia, nopeita, 
mutta tulokset 
ekvivalentteina, joten 
epäspesifisiä flavanoli- 
profiilille 
Folin-Ciocalteu Karkea kvantitointi Kokonaisfenolipit. 
Preussin sininen Karkea kvantitointi Kokonaisfenolipit. 
Vaniliini-HCl Karkea kvantitointi Katekiinit 
Butanoli-HCl Karkea kvantitointi Proantosyanidiinit 
Proteiinia saostavat Karkea kvantitointi Tanniinit 
 
Kromatografiset 
   
TLC Kvalitatiiviset ja 
kvantitatiiviset analyysit 
tai eristysvaihe 
Esim. Flavanolien ja 
prosyanidiinien erotus 
DP-asteen perusteella 
ryhmiksi tai yksittäisten 
yhdisteiden tunnistus 
(erityisesti UPLC)  
Seulontaan 
HPLC Käytetyin 
CE Nopea 
UPLC Nopein ja tehokkain 
CC (engl. column 
cromatography) 
Viimeinen puhdistus 
vaihe ennen MS:ia tai 
NMR:ää 
 
Muut 
MS 
 
Rakenneanalyysit 
 
Esim. rakennekaavat, 
hapettumistuotteet, 
fuktionaalisten ryhmien 
lokaatiot 
 
Esieristystä ei tarvita 
NMR Rakenneanalyysit Flavanoleille liuottimena 
metanoli DMSO:n sijaan 
 
HPLC-menetelmiä voidaan hyödyntää flavonoidien erotukseen, tunnistukseen ja 
kvantitatiivisiin määrityksiin. Wollgast ja Anklam (2000) raportoivat katsausartikkelissaan, 
että yleisin tapa erottaa fenolit ja niiden glykosidit ruokamatriisista on C-18 sidottua 
käänteisfaasisilikakolonnia (partikkelikoko 10–3µm) ja binäärigradienttista 
liuotinsysteemiä käyttäen. Yleisimmin ajoliuos koostuu etikka-, muurahais- tai 
fosforihaposta ja orgaanisena muokkaajana käytetystä metanolista tai asetonitriilistä. 
Isokraattiset menetelmät soveltuvat osittain puhdistetuille tai vain muutamaa, 
poolisuustasoltaan samanlaista, yhdistettä sisältäville uutteille. Jos näyte sisältää monia 
komponentteja, käytetään sen analysointiin yleensä monivaiheista gradienttiajoa. 
Käänteisfaasinestekromatografian avulla erottumaan saadaan kuitenkin vain trimeerit ja 
sitä pienemmät flavanolit, sillä kaikki prosyanidiinit, jotka ovat polymeroitumisasteeltaan 
yli 4, eluoituvat ajon lopussa yhtenä laajana piikkinä (Prior ja Gu 2005). 
 
Liuottimen ominaisuuksilla kuten liuotinvahvuudella ja viskositeetilla on suuri vaikutus 
yhdisteiden erottumiseen. Asetonitriili johtaa parempaan erottumiseen kuin metanoli, 
mutta metanoli on vähemmän myrkyllinen (Wollgast ja Anklam 2000; Cooper 2008). 
Lisäksi käänteisfaasimenetelmissä orgaanisen liuottimen osuuden lisääminen liikkuvassa 
faasissa saattaa parantaa erottumista, koska se edesauttaa kolonnin stationäärifaasin 
säilymistä. Tämän vuoksi metanolin korvaaminen tetrahydrofuraanilla paransi erottumista 
osassa tutkimuksia. 
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Liikkuvan faasin pH ja ionivahvuus vaikuttavat fenolisten yhdisteiden retentioon, koska 
esimerkiksi muutos pH:ssa saattaa lisätä fenolisten yhdisteiden ionisaatiota, mikä vähentää 
retentiota käänteisfaasierotuksessa. Fenoli- ja karboksyyliryhmien ionisaatiota vähennetään 
lisäämällä liikkuvaan faasiin pieniä määriä etikka-, fosfori-, tai trifluorietikkahappoa, millä 
saavutetaan parempi resoluutio ja parempi toistettavuus. 
Käänteisfaasinestekromatografiassa poolisimmat yhdisteet eluoituvat ensin, eli glykonit 
ennen aglykoneita. 
 
Kaakaon prosyanidiiniuutteiden analyysiin ja esi-HPLC-menetelmänä rakenneanalyyseja 
varten käytetään usein Rigaudin ym. kehittämää (1993) suorafaasimenetelmää, jossa 
ajoliuoksena on dikloorimetaani-metanoli-gradientin ja muurahaishappo-vesi 
(1:1)-liuoksen seos suhteessa 96:4. Menetelmä erottaa prosyanidiinit niiden 
polymerisoitumisasteen (DP) perusteella siten, että monomeerit eluoituvat ensin. 
Menetelmällä saatiin ensin erotettua prosyanidiineja aina pentameereihin asti (DP 5) ja 
myöhemmin Hammerstonen ym. (1999) optimoitua menetelmän, sillä saadaan erottumaan 
prosyanidiinit aina dekameereihin asti. Lisäksi Hammerstone ym. (1999) liittivät 
menetelmän ensimmäisinä API-ES (engl. Atmospheric pressure 
ionization -electrospray) -massaspektrometriin, minkä ansiosta he pystyivät erottamaan ja 
tunnistamaan prosyanidiinit samanaikaisesti. Näin yhdistämällä massaspektrin ja 
kromatogrammin tiedot voidaan prosyanidinit tunnistaa ilman edeltävää eristystä.  
 
Fenoliset yhdisteet absorboivat hyvin UV-alueella, flavonoidien tapauksessa käytetyin 
aallonpituus kaikkien yhdisteiden tunnistamiseen on 280 nm. Kuvassa 8 on katekiinin 
absortiospektri. 
 
 
Kuva 8. Katekiinin absorptiospektri (de Rijke ym. 2006) 
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Fotodiodirivi (PDA) - ja synonyymi diodirividetektori (DAD) ovat yleisesti käytössä 
absoptioon perustuvien detektorien (UV, VIS, IR) yhteydessä (Wollgast ja Anklam 2000; 
Prior ja Gu 2005). Niiden avulla voidaan suorittaa samanaikanen detektio usealla 
aallonpituudella ja esittää spektrit ajan funktiona, jolloin piikkien tunnistus ja puhtauden 
määritys helpottuu. Valitettavasti pelkän UV-VIS spektrin avulla ei voida tunnistaa 
flavanolien isomeerejä, koska yhdessä eluoituvien isomeerien spektri edustaa niiden 
seosta, eikä suurempia oligomeerejä, koska niille ei ole saatavilla kaupallisia standardeja. 
Näiden yhdisteiden tunnistukseen tarvitaan esimerkiksi MS tai NMR-detektoreita.   
 
Fluoresenssidetektoriä (FLD) hyödynnetään myös kaakaon fenolisten yhdisteiden 
analytiikassa. Sen etuja ovat UV-detektioon verrattuna vahvemmat signaalit sekä parempi 
selektiivisyys ja herkkyys. Myös näiden UV-FLD-yhdistelmää käytetään. Vuonna 1999 
Adamson ym. kehittivät menetelmän kaakaon oligomeeristen prosyanidiininen 
kvantitoimiseksi muokkaamalla Hammerstonen ym. (1999) raportoimaa menetelmää (mm. 
korvasivat UV-detektorin fluoresenssilla) ja testasivat sen toisettavuutta neljässä 
laboratoriossa. Vaikka normaalifaasi-HPLC oli osoittautunut parhaaksi prosyanidiinien 
analysointiin, tähän mennessä sillä ei kuitenkaan saatu analysoitua dekameereja suurempia 
prosyanidiineja. Siksi Gu ym. (2002) optimoivat Adamsonin menetelmää, saaden 
dekameereja suuremmat prosyanidiinit eluoitumaan yhtenä piikkinä kromatogrammin 
lopussa.  
 
Vuonna 2006 Kelm ym. raportoivat menetelmästä, jossa kaakaon monomeerit ja 
oligomeerit erotetaan normaalifaasikromatografisesti käyttäen silikan sijasta 
diolistationäärifaasia, jolloin saadaan oligomeereille parempi resoluutio ja mahdollistetaan 
oligomeerijakeiden eristäminen jatkokäsittelyjä varten. Vuonna 2009 julkaistussa 
artikkelissa Robbins ym. kehittivät Kelmin ym. (2006) raportoiman menetelmän pohjalta 
normaalifaasi-HPLC-menetelmän kaakaon flavanolien ja prosyanidiinien eristystä ja 
kvantitointia varten, joka soveltuu suklaatuotteista saaduille näytteille. Menetelmän 
stationäärifaasina on sidottu diolifaasi ja liikkuvana faasina asetonitriilin ja metanolin 
binäärigradienttinen ajoliuos, joka on yksinkertaisempi ja ympäristöystävällisempi kuin 
Rigaudin ym. (1993) ja Adamsonin ym. (1999) kuvaamissa menetelmissä. Detektorina 
käytettiin fluoresenssia (eksitaatio 230, emissio 321 nm). Flavanolit ja prosyanidiinit 
erottuvat polymerisaatioasteensa mukaan aina DP 10:een asti. Näillä olosuhteilla 
suuremmat oligomeerit saatiin erottumaan paremmin, signaalien intensiteetti parani ja 
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kvantitointi helpotttui, minkä ansiosta toistettavuus ja uusittavuus ovat parempia kuin 
muissa vastaavissa polymeroitumisasteeseen perustuvissa menetelmissä. Tutkijat 
ehdottavivatkin, että tätä menetelmää voitaisiin hyödyntää kaakaon terveysvaikutusten ja 
niistä vastuussa olevien komponenttien yhdistämisessä. Vuonna 2012 Robbins ym. 
julkaisivat menetelmälle tehdyn laboratorioiden välisen tutkimuksen, jonka tuloksena he 
suosittelevat kyseistä menetelmää viralliseksi standardiksi määritettäessä flavanoleja ja 
prosyanidiineja suklaasta ja suklaatuotteista. 
 
 
Kuva 9. Kaakaon flavanolien ja prosyanidiinien kromatografisten analyysimenetelmien kehitys. Lyhenteet: 
SF = suorafaasi, PDA = fotodipdirividetektori, MS = massaspektrometri, DP = polymeroitumisaste, UPLC = 
Ultra Performance Liquid Chromatograpfy, MS/MS = tandemmassaspektormetri. 
 
Yleisimmät tavat analysoida kaakaonäytteiden flavanolimonomeerit ja 
prosyanidiinioligomeerit ovat normaali- ja käänteisfaasi-HPLC. Näiden haittapuolena on 
muun muassa pitkähkö analyysiaika (ajon kesto 50–80 min) ja normaalifaasia käytettäessä 
liuottimena joudutaan käyttämään toksisia kloorattuja liuottimia, jotka ovat ympäristölle 
haitallisia. UHPLC-menetelmien kehittyessä niitä on alettu soveltaa myös kaakaon 
fenolisten yhdisteiden määritykseen. Ortega ym. (2010) vertasivat UHPLC-MS/MS-
menetelmäänsä yleisimmin käytettyyn normaalifaasi-HPLC-MS/MS-menetelmään 
kaakaon prosyanidiinien ja alkaloidien määrittämiseksi. Tulokset osoittivat, että UHPLC-
kromatografian hyödntäminen esimerkiksi rutiinimäärityksissä on kustannustehokasta ja 
kannattavaa. UHPLC:n etuja ovat yksinkertaisuus ja nopeus (ajo kokonaisuudessaan 12,5 
min) sekä parempi erotustehokkuus, jonka avulla katekiini ja epikatekiini voidaan 
kvantitoida erikseen. Kuvassa 9 on esitetty yhteenveto suorafaasimenetelmien kehityksestä 
vuosien varrella. 
 
 
 
22 
2.5    Prosessoinnin ja raaka-aineiden vaikutus kaakaon flavanoleihin 
 
2.5.1     Kaakaon raaka-aineiden vaikutus 
 
Kaakaotuotteiden fenolipitoisuus riippuu suuresti lajikkeesta, alkuperästä, maatalous- ja 
sadonkorjuun käytännöistä ja prosessoinnista. Maantieteelliset ja lajikkeen vaikutukset 
kaakaon flavanolipitoisuuteen otettiin huomioon esimerkiksi Tomas-Barberan ym. (2007) 
tutkimuksessa, jossa  tavoitteena oli valmistaa mahdollisimman paljon kaakaon flavanoleja 
sisältävää kaakaojauhetta. Seitsemän maantieteelliseltä alkuperältään eroavan 
kaakaopapunäytteen polyfenolipitoisuuksia vertailtiin ja kokonaispolyfenolipitoisuudeltaan 
suurin, ecuadorilainen CCN51-hybridiklooni valittiin flavonoidi-rikastetun kaakaojauheen 
valmistusaineeksi.  Tämä kolmoishybridi klooni syntyi risteytyksestä amatsonisen 
IMC67-kloonin ja Quavedon alueen Canolo Amazonic -genotyypin kanssa risteytyneen 
Trinitary ICS95 -kloonin kanssa. Tämän huolellisesti valitun raaka-aineen avulla 
Tomas-Barberan ym. (2007) optimoivat kaakaon käsittelyvaiheita ja huomasivat 
vertaillessaan eri tavoin käsiteltyjä kaakaopapuja, että sekä fermentointi että paahtaminen 
pienensivät kaakaon flavanolien pitoisuutta. Tutkimus vahvistaa, että kaakaojauheen 
flavanolikoostumusta (erityisesti monomeerien ja dimeerien osalta) voidaan parantaa 
raaka-aineen huolellisella esivalinnalla ja  kaakaon valmistusvaiheiden optimoinnilla. 
Ortega ym. (2008) totesivat, että kaakaonibsit sisälsivät muita kaakaolähteitä (pavut, 
kaakaomassa, kaakaojauhe) enemmän ja monipuolisemmin fenolisia yhdisteitä ja olivat 
antioksidanttiaktiivisuudeltaan (DPPH- ja ORAC-menetelmillä testattuna) ylivoimaisia 
muihin kaakaon osiin verrattuna. Siksi nibsejä kannattaisi käyttää raaka-aineena runsaasti 
fenolisia yhdisteitä omaavan kaakaouutteen tuottamiseen. Nibsien monipuolinen fenolisten 
yhdisteden koostumus voi johtua jauhatuksen ja paahtamisvaiheiden aikana tapahtuvista 
muutoksista. Jauhatus ja paahto voivat lisätä soluseinien rikkoutumista, mikä voi johtaa 
fenolisten yhdisteiden liukoisuuden ja diffuusion lisääntymiseen (Ortega ym. 2008). Nämä 
muutokset voisivat selittää kaakaonibsiuutteiden kaakaopapu-uutteita suuremman 
fenolisten yhdisteiden pitoisuuden. Toisaalta taas kaakaomassassa fenolisten yhdisteiden 
pitoisuudet ovat alhaisempia, mikä saattaa johtua pressaus- ja jauhatusvaiheista. Näissä 
valmistusvaiheissa tapahtuu hapettumis- ja kondensaatioreaktioita, jotka myös voivat 
vaikuttaa fenolisten yhdisteiden menetykseen. Pressauksen aikana lämpötila nousee, jolloin 
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fenolisten yhdisteiden hajoaminen lisääntyy. Huomioitavaa on, että katekiinin pitoisuus oli 
korkeampi kaakaojauheesta tehdyissä näyteuutteissa. Tämä johtunee joko kaakaojauheen 
valmistuksessa tapahtuvasta epikatekiinin isomerisaatiosta katekiiniksi tai prosyanidiinien 
monomerisaatiosta.  
 
2.5.2    Kaakaon valmistusprosessin vaikutukset 
 
Kaakaosta valmistettujen tuotteiden polyfenolien pitoisuus riippuu paitsi lajikkeesta, myös 
geneettisistä, maataloudellisista ja muista tekijöistä, kuten kaakaon valmistusprosessin 
vaiheista (keräyksen jälkeisestä käsittelystä, fermentoinnista, kuivauksesta ja 
paahtamisesta) (Tomas-Barberan ym. 2007). Näin ollen polyfenolien pitoisuus valmiissa 
kaakaossa tai suklaassa eroaa merkittävästi raaoissa kaakaopavuissa olevasta polyfenolien 
pitoisuudesta. Kaakaopavun valmistusprosessin vaiheista fermentaatiossa ja kuivauksessa 
menetetään flavonoideja. Lisäksi korkea paahtamislämpötila ja pitkä paahtoaika 
vähentävät kaakaon polyfenolien pitoisuutta. Tämä johtuu näiden prosessien aikana 
tapahtuvista entsymaattisista ja ei-entsymaattisista hapettumisreaktioista. Myös 
kaakaojauheen valmistuksessa käytetyllä alkaloinnnilla on vaikutusta.  
Fermentointi ja paahtaminen 
Payne ym. (2010) määrittivät epikatekiini- ja katekiinipitoisuudet raaoista ja perinteisesti 
fermentoiduista kaakaopavuista ja perinteisen kaakaojauheen valmistusvaiheista (kuivaus, 
paahto, alkalointi). Kypsymättömissä kaakaopavuissa oli 29 % enemmän epikatekiinia ja 
saman verran katekiinia kuin täysin kypsissä pavuissa. Kuivauksella oli minimaalinen 
vaikutus epikatekiinin ja katekiinin pitoisuuksiin. Fermentoiduissa pavuissa oli enää alle 
20 % kypsien papujen pitoisuuksista. Kun Norsunluurannikolta ja Papua-Uusi-Guineasta 
peräisin olevat kaakaopavut paahdettiin kontrolloiduissa olosuhteissa, huomattiin 
epikatekiinipitoisuuksien pienentyvän huomattavasti, kun paahtolämpötila saavutti 70 
o
C:tta. Kun kaakaopapuja paahdettiin 120 
o
C:ssa fermentoimattomien papujen 
katekiinipitoisuus suureni 696 %, Norsunluurannikon papujen katekiinipitoisuus lisääntyi 
650 % ja fermentoitujen Papua-Uusi-Guinean papujen 640 % verrattuna vastaaviin 
paahtamattomiin papuihin. Tulosten mukaan paahtaminen yli 70 
o
C:n lämpötilassa 
synnyttää merkittäviä määriä (-)-katekiinia, joka on luultavasti peräisin (-)-epikatekiinin 
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epimerisaatiosta. Verrattuna luonnollisiin kaakaojauheisiin alkalointi vähensi sekä 
epikatekiinin että katekiinin pitoisuutta (98 % ja 80 %). Epikatekiini/katekiini-suhdetta 
onkin ehdotettu hyödylliseksi ja herkäksi indikaattoriksi kuvaamaan kaakaopapujen 
prosessointihistoriaa. Indikaattoria voidaan hyödyntää suklaanvalmistuksessa, kun halutaan 
valita sopivimmat raaka-aineet tai ostajan välineenä tuotteen laadun varmistamiseksi. 
Di Mattia ym. (2013) tutkivat fermentaation ja paahtamisen vaikutusta kaakaopapujen 
prosyanidiineihin (P1-10) ja antioksidanttitehoon. Heillä oli kolme koemenetelmää: 
perinteinen fermentaatioprosessi ja ilmakuivaus ja kaksi pilottivaiheen 
fermentaatiomenetelmää, joissa käytettiin joko normaalia mikrobistoa tai startterikulttuuria 
ja ilmakuivausta auringon alla. Prosyanidiinit analysoitiin HPLC:llä, polyfenolien 
kokonaispitoisuus Folin-Ciocalteu-menetelmällä ja antiradikaalisuus ja pelkistysvoima 
TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) - ja TRAP (engl. Total peroxyl 
Radical trapping Antioxidant Parameter) -menetelmillä. Sekä perinteinen että 
pilottifermentaatioprosessit vaikuttivat prosyanidiinien pitoisuuteen ja profiiliin ja näin 
myös antioksidanttitehoon. Kuivaus vähensi yhdisteiden pitoisuutta huomattavasti ja oli 
näin ollen kriittinen askel prosyanidiinien ja erityisesti monomeerien vähenemisessä.  
Vertaillessa eri tavoin käsiteltyjä kaakaopapuja huomattiin odotetusti, että sekä 
fermentointi että paahtaminen vähensivät flavanoleja, joten flavonoli-rikastetun 
kaakaojauheen raaka-aineeksi valittiin fermentoimattomat ja paahtamattomat kaakaopavut 
(Tomas-Barberan ym. 2007).  
Alkalointi 
Alkalointiprosessi kehitettiin alun perin estämään kaakaojauheen paakkuuntuminen ja 
vajoaminen pohjalle kaakaojuomassa. Alkalisointia käytetään kaakaotuotteiden värin ja 
flavorin muokkaamiseen. Se voidaan tehdä joko ennen jauhatusta tai sen jälkeen. 
Erityisesti alkalointia käytetään, kun tehdään kaakaojauhetta. Alkalointiprosessissa nibsejä 
tai kaakaomassaa liotetaan kalium- tai natriumbikarbonaatissa, jolloin pH nousee 5.5:stä 
6:een tai jopa 8.2:een. Varioimalla emäksen pitoisuutta saavutetaan laaja värikirjo, joka 
vaihtelee punaruskeasta tummaan mahonginpunaiseen tai erittäin tummaan ruskeaan. 
Emäksen pitoisuus, reaktioaika, lämpötila, kosteuspitoisuus, emäksen sekoittuminen ja 
mahdolliset peräittäiset käsittelyt eri pH:issa vaikuttavat kaikki kaakaon lopulliseen väriin 
ja flavoriin. 
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Andres-Lacueva ym. (2008) määrittivät espanjalaisilla markkinoilla olevien yleisimpien 
kaakaojauheiden (+)-katekiini ja (-)-epikatekiini pitoisuudet. Lisäksi tutkimuksessa 
selvitettiin kaakaojauheiden valmistusprosessin, erityisesti alkalisaation, vaikutusta näiden 
flavanolien pitoisuuksiin. Alkalointi vähensi 60 prosentilla flavonolien 
kokonaispitoisuutta. (-)-Epikatekiinin pitoisuus väheni alkaloinnin vaikutuksesta enemmän 
(67 %) kuin (+)-katekiinin (38 %), mikä johtuu luultavasti alkalaloinnin aikana 
tapahtuvasta (-)-epikatekiinin epimerisaatiosta (-)-katekiiniksi, joka on (+)-katekiinia 
heikommin biologisesti hyödynnettävissä. Myös di-, tri- ja tetrameeeristen prosyanidiinien 
väheneminen havaittiin. Pääteltävissä on, että flavonolipitoisuuden voimakas 
pienentyminen ja alkaloinnin aiheuttama monomeerisen flavanoliprofiilin muutos 
(epikatekiinin epimerisaatio) voivat vaikuttaa kaakaojauheesta valmistettujen tuotteiden 
antioksidatiivisiin ominaisuuksiin ja polyfenolien hyödynnettävyyteen negatiivisesti. 
Sulistyowati ja Misnavi (2008) tutkivat alkaloinnin vaikutusta antioksidanttiaktiivisuuteen 
ja suklaan ominaisuuksiin konssausvaiheen aikana vaihtelemalla natriumbikarbonaatin 
pitoisuutta ja konssauslämpötiloja. Tutkittavat alkalikonsentraatiot ja konssauslämpötilat 
olivat välillä 1–15 g/kg ja 40–80 °C. Tutkittavia parametreja olivat antioksidantti-
aktiivisuus, polyfenolien kokonaispitoisuus, suklaan kovuus ja rasvan sulamispiste. 
Tuloksista kävi ilmi, että antioksidanttiaktiivisuus ja polyfenolien kokonaispitoisuus 
vähenivät, kun alkalikonsentraatio tai konssauslämpötila kasvoivat. Konssauslämpötilan 
nosto 40 °C:sta 80 °C:seen vähensi antioksidanttiaktiivisuutta 84 %:sta 67 %:iin, kun 
alkalipitoisuus pidettiin vakiona (1 g NaHCO3 / kg). Kun alkalipitoisuus oli 
korkeimmillaan (15 g NaHCO3 / kg), vähensi konssauslämpötilan nosto 40 °C:sta 
80 °C:seen antioksidanttiaktiivisuutta 78 %:sta 55 %:iin. Alkalipitoisuuden nosto 
1 grammasta 15 grammaan vähensi  antioksidanttiaktiivisuutta 7 %, kun konssauslämpötila 
oli 40 °C ja 18 %, kun konssauslämpötila oli 80 °C. Tutkijat ehdottivat alkaloinnin ja 
lämmön toimivan synergistisesti polyfenolien antioksidanttiaktiivisuuden vähenemisen 
laukaisijana. Laadultaan parasta suklaata (parametreina suklaan kovuus ja merkittävä 
antioksidanttiaktiivisuus) saatiin, kun alkalipitoisuus oli 5–12 g NaHCO3 / kg välillä ja 
konssauslämpötila korkeintaan 68 °C. 
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2.5.3    Suklaan valmistusprosessin vaikutukset kaakaon flavanoleihin 
 
Suklaan valmistusprosessin vaikutuksista kaakaon flavanoleihin tiedetään varsin vähän. 
Vuonna 1961 Robinson ym. erottivat kolme polyfenolista yhdistettä 
paperikromatografisesti näytteistä, jotka oli kerätty suklaan valmistusprosessin eri 
vaiheissa. He keräsivät näytteitä kaakaopapujen fermentoinnin jälkeen, puhdistuksen ja 
paahtamisen jälkeen, papujen jauhamisen ja alkaloinnin jälkeen sekä siinä vaiheessa, kun 
suklaamassa oli sekoitettu, valssattu ja konssattu. Näytteiden sisältämät yksittäiset 
yhdisteet eristettiin UV- ja IR-spektrofotometrista detektiota varten. Yksi yhdiste 
tunnistettiin (-)-epikatekiiniksi malliaineen avulla. Kromatografisen vertailun mukaan eri 
prosessivaiheiden näytteissä oli kaikissa (-)-epikatekiinia, eli sen mukaan prosessointi ei 
aiheuttaisi muutoksia (-)-epikatekiinin rakenteeseen. (-)-Epikatekiinin eri prosessivaiheissa 
otettujen näytteiden UV-spektrejä tarkastelemalla Robinson ym. huomasivat kuitenkin, että 
paahtaminen ei vaikuttanut spektriin, mutta alkalointi ja konssaus siirsivät 
absorptiomaksimia lyhyemmälle aallonpituudelle ja madalsivat absorptiopiikin korkeutta. 
Myöskään IR-spektreissä paahdetun näytteen spektri ei eronnut fermentoitujen papujen 
spektristä, mutta alkalointi- ja konssausvaiheiden jälkeisistä näytteistä otetut spektrit 
erosivat. Robinson ym. esittävätkin, että prosessin aikana tapahtuvat laadulliset muutokset 
ovat hyvin vähäisiä, luultavasti konfiguraalisista muutoksista johtuvia. He ehdottavat, että 
alkalointi ja konssaus saisivat (-)-epikatekiinin epimeroitumaan (+)-katekiiniksi, jolloin 
C-2–C-3-välinen sidos muuttuisi cis-muodosta trans-muotoon ja samalla ekvatoriaalisessa 
konformaatiossa ollut 2-aryyliryhmä joutuu vähemmän vakaaseen aksiaaliseen 
konformaation. He eivät kuitenkaan saaneet eristetyksi tarpeeksi materiaalia optisen 
rotaation määrittelemiseksi. Lisäksi Robinson ym. muistuttavat, että heidän 
tutkimustuloksensa kertovat vain kyseisien kaakaopapunäytteiden ja käytettyjen 
prosessointimenetelmien vaikutuksesta. He muistuttavat, että suklaateollisuudessa 
käytetään hyvin monia erilaisia valmistusolosuhteita. Paahtamislämpötilat voivat vaihdella 
50 °C:n verran ja paahtoaika 2 tunnin verran. Alkalisaatiossa vaihtelevat käytetyn emäksen 
pitoisuus ja laatu, sekä kuumennusaika ja lämpötila. Konssauksessa lämpötila vaihtelee 40 
ja 90 °C:n välillä ja konssausaika vaihtelee päivästä useisiin päiviin. 
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2.6    Katekiinien vaikutus kaakaon flavoriin 
 
Raa’at kaakaopavut ovat astringoivia ja epämiellyttävän makuisia ja sen vuoksi ne on 
fermentoitava, kuivattava ja paahdettava tyypillisen suklaan maun ja flavorin 
saavuttamiseksi. Fermentaatioprosessin aikana syntyy flavorin prekursoreita (pääosin 
vapaita rasvahappoja, peptidejä ja pelkistäviä sokereita) kaakaon proteiinien ja sakkaroosin 
entsymaattisen hajoamisen tuloksena.  
Serra Bonvehí ym. (1996) arvioivat kaakaojauheen fenolisten yhdisteiden katkeruutta ja 
jumoavuutta aistinvaraisesti ja kemiallisesti. Kolmesta eri kaakaoerästä kerättiin jokaisesta 
kuusi näytettä fermentaation eri vaiheissa ja niiden sisältämä polyfenolien 
kokonaispitoisuus ja (-)-epikatekiinin pitioisuus kvantitoitiin kromatografisesti. Lisäksi 
aistinvarainen arvijoijaraati selvitti näytteiden hyväksyttävyyden maku- ja hajuparametrien 
avulla. Tulokset analysoitiin tilastollisesti mm varianssianalyysiä käyttäen. Tutkimus 
vahvisti, että polyfenolien ja (-)-epikatekiinin pitioisuus vaikuttaa kaakaon aistinvaraisiin 
ominaisuuksiin. Optimaalisesti fermentoidussa kaakaonäytteessä polyfenolien 
kokonaispitoisuus on 58 mg/g ja sitä tulisi hyödyntää hyväksyttävyyden objektiivisena 
määritelmänä. 
Liukoisina yhdisteinä katekiinit vaikuttavat kaakaon karvauteen ja jumoavuuteen, 
antosyaniinien reaktiotuotteina syntyvät kinonit taas kaakaon ruskeaan väriin (Serra 
Bonvehí ym. 1996). Fermentaation aikana flavanolit altistuvat biokemialliselle 
hapettumiselle ja niiden polymerisaatio ja kompleksoituminen proteiinien kanssa kiihtyy, 
jolloin liukoisuus ja jumoavuus vähenee. Kuivaus vähentää kaakaon vesipitoisuutta 
(6 g/100 g), hidastaa kaakaovoin härskiintymistä, estää polyfenolioksidaasin aktiivisuutta 
ja rajoittaa mikrobien kehitystä. Polyfenolien hapetus- ja polymerisaatioreaktiot sekä 
proteiinien hydrolysaatio jatkuvat. Hydrolysoitumattomat proteiinit ovat taipuvaisia 
muodostamaan liukenemattomia komplekseja polyfenolien kanssa, mikä vähentää kaakaon 
aromaattisia prekursoreita. Kaakaon aromaattiset yhdisteet muodostuvat paahtamisen 
aikana Maillardin reaktioissa. Jäljelle jääneet polyfenoliset yhdisteet hapettuvat kinoneiksi 
päättäen kaakaon muutoksen. Tämän vuoksi on tärkeää analysoida näitä polyfenolisia 
yhdisteitä kemiallisesti kaakaon flavorin aistinvaraisen arvioinnin yhteydessä. 
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3    KOKEELLINEN TUTKIMUS 
 
3.1    TYÖN TAVOITTEET 
 
Tämän tutkielman tavoitteena oli selvittää teollisen prosessoinnin vaikutusta kaakaon 
flavanolien pitoisuuteen ja koostumukseen suklaassa. Siksi tutkielmassa selvitettiin sekä 
suklaan raaka-aineena käytettävän kaakaomassan että valmiin suklaan 
flavanolikoostumukset. Lisäksi tutkittiin tarkemmin eri valmistusvaiheista otettuja 
näytteitä mahdollisia muutoksia aiheuttavien prosessivaiheiden paikantamiseksi. 
Tutkittavia prosesseja olivat tumman suklaan ja maitosuklaan valmistusprosessit, alkalointi 
ja raakasuklaan valmistus verrattuna perinteisen suklaan valmistukseen. Lisäksi tutkittiin 
muiden raaka-aineiden vaikutusta. Kaakaopitoisuudeltaan 70-%:isen tumma 
suklaa -näytteen osalta vertailtiin erilaisten kaakaojauheiden vaikutusta tuotteen 
flavanoliprofiiliin ja kaakaopitoisuudeltaan 30-%:isen maitosuklaa -näytteen osalta 
vertailtiin tuoremaidon ja maitojauheen vaikutusta. 
 
3.2    MATERIAALIT JA MENETELMÄT  
 
3.2.1    Puhdasaineet ja reagenssit 
 
Työssä käytettävät puhdaseineet olivat (-)-epikatekiini ja prosyanidiini B2 (Extrasythese, 
Ranska). Uutto- ja HPLC-liuottimina käytettiin isopropanolia ja heptaania (Sigma-Aldrich, 
Saksa), asetonia (HPLC-laatu, Sigma-Aldrich, Iso-Britannia), metanolia (HPLC-laatu, 
Sigma-Aldrich, Saksa), dikloorimetaania (HPLC-laatu, Sigma-Aldrich, Israel), 
etikkahappoa (Fluka, Saksa) ja MilliQ-vettä. 
 
3.2.2    Näytteet 
 
Tutkimuksen näytteinä oli 70 % kaakaota sisältävän tumman suklaan, 47 % kaakaota 
sisltävän tumman suklaan ja 30 % kaakaota sisältävän maitosuklaan valmistusprosessin 
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(Fazer) eri vaiheista (fermentoitu kaakaopapu, kaakaomassa, valssaus ja konssaus) otettuja 
näytteitä (Taulukko 3). Kaakaomassanäytteinä oli kahdesta eri kaakaopapulajikkeesta 
valmistettuja massoja (M1 ja M2), niiden sekoitusta (jota käytetään näytteinä olleiden 70 
% kaakaota sisältävän tumman suklaan, 47 % kaakaota sisältävän tumman suklaan ja 30 % 
kaakaota sisältävän maitosuklaan valmistukseen) ja toisesta papulajikkeesta (M1) 
valmistettua maultaan normaalia karvaampaa massaa (karvas M1). Taulukossa mainittu 
länkkärimassa viittaa kaakaomassaan, joka on peräisin Länsi-Afrikasta, konssimassalla 
tarkoitetaan konssausvaiheessa otettua näytettä ja valssijauheella valssausvaiheessa otettua 
näytettä. Papunäytteenä oli fermentoitu kaakaopapu, jonka lajikkeesta M1-massat on 
valmistettu. 
Lisäksi analysoitiin kaksi raakasuklaanäytettä, kolme reseptiltään erilaista 70 % kaakaota 
sisältävää tummasuklaa -näytettä ja kaksi Crumb-näytettä. Raakasuklaaksi nimitetään 
suklaita, joiden valmistusaineita ei ole prosessoitu kuumentamalla eikä raakasuklaan 
valmistusprosessissa lämpötila missään vaiheessa ylitä 42–46 oC (lämpötilaraja vaihtelee 
valmistajasta riippuen). Crumb-maitosuklaajauhe on maidon, sokerin ja kaakaon seoksesta 
valmistettu puolivalmiste, joka keitetään vakuumissa, jolloin Maillardin reaktion avulla 
saadaan aikaan tuotteelle ominainen karamellinen aromi. Crumb-jauhetta ei käytetä 
suklaan valmistukseen Suomessa, mutta esimerkiksi Britanniassa ja Ruotsissa suklaat 
valmistetaan tyypillisesti siitä. Referenssimateriaalina käytettiin NIST SRM2380 (engl. 
National Institute of Standards and Technology Standard Reference Material 2380)-
taloussuklaastandardia. Analysoitavia näytteitä oli 22 sekä kaksi harjoitusnäytettä. 
Harjoitusnäytteinä olivat Fazerin taloussuklaa ja Cocovin kaakaomassa, mutta niistä 
saatuja tuloksia ei sisällytetty lopulliseen tutkimukseen. 
 
Taulukko 3. Näytteet, niiden lyhenteet, tuoteselosteessa ilmoitetut ainesosat ja ravintosisällöt. Valssijauhe- 
ja konssimassanäytteiden ainesosat ja ravintosisällöt ovat vastaavien suklaiden ainesosia ja ravintosisältöjä  
Näyte  (lyhenne) Ainesosat Ravintosisältö / 100 g 
 
Fermentoitu kaakaopapu 
(papu) 
 
Fermentoitu ja paahdettu, kuorellinen 
kaakaopapu 
 
(Energiaa 592 kcal  
Proteiinia 13,6 g 
Hiilihydraatteja 30,8 g 
Rasvaa 46 g)1 
 
Karvas arribamassa (karvas 
M1) 
Arribamassa, joka poikkesi laadultaan 
vastaanotossa,  
maku karvas 
 
(Energiaa 600 kcal  
Proteiinia 15 g 
Hiilihydraatteja 35 g 
Rasvaa 75 g  
Kuitua 18 g)2 
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Arribamassa (M1) Kaakaomassa Arriba-pavuista 
 
Ks yllä 
Länkkärimassa (M2) Kaakaomassa Länsi-Afrikkalaisista pavuista Ks yllä 
 
Arribamassa + 
Länkkärimassa (M1+M2) 
Massojen suhde 2:1  Ks yllä 
 
 
NIST SRM2384 -
taloussuklaareferenssi 
100 % kaakaopavuista valmistettua 
kaakaomassaa (baking chocolate)  
 
Energiaa 631 ± 9,3 kcal 
Crumb-maitosuklaajauhe 1 Sokeri, maito, kaakaojauhe - 
 
Crumb-maitosuklaajauhe 2 Kts yllä - 
 
Lovechock 100 %  
-raakasuklaa (sis. nibsejä 
väh 80% kaakaota) 
Ecuadorilainen luomukaakao 
Kaakaomassa, kaakaovoi, kuivattu 
kookoskukkanektari, kaakaoibsit (10%), 
lucumajauhe, bourbonvanilija, merisuola (ei 
luomu). Vähintään 80% kaakaota 
Energiaa 662 kcal  
Proteiinia 6 g  
Hiilihydraatteja 33 g, josta 
sokeria 12 g ja  
laktoosia 0.5 g.  
Rasvaa 57g, josta 
tyydytt. rasvahapot 31 g  
Kuitua 3,7 g  
Natrium 0.1 g 
 
Puhdistamo –Real Foods 
raakasuklaa luomu, 
kaakaopitoisuus 70 % 
Arriba nacional 
Kaakaomassa, kaakaovoi, raakaruokosokeri, 
auringonkukkalesitiini, kaikki luomua 
Energiaa 580 kcal  
Proteiinia 8 g  
Hiilihydraattja 46 g   
Rasvaa 42g 
 
Fazer 70 % kaakaota 
sisältävä tumma suklaa 
kaakaomassa, sokeri, kaakaovoi, kaakaojauhe, 
maitorasva, rasvaton maitojauhe (alle 1 %), 
emulgointiaine (soijalesitiini), aromi (vanilja). 
Vähintään 70 % kaakaota. Saattaa sisältää pieniä 
määriä pähkinää ja mantelia 
Energiaa 530 kcal  
Proteiinia 7.8 g  
Hiilihydraatteja 33 g, josta 
sokeria 28 g  ja  
laktoosia 0.5 g.  
Rasvaa 41 g, josta  
tyydytt. rasvahapot 25 g  
Kuitua 6.0 g  
Natrium 0.1 g 
 
Fazer 70 % kaakaota 
sisältävä tumma suklaa 
(Kaakaosta 10 % 
ACTICOA™-
kaakaojauhetta) 
 
Kts yllä Ks yllä 
 
 
 
Fazer 70 % kaakaota 
sisältävä tumma suklaa 
(Kaakaosta 10 % 
alkaloimatonta kaakaota) 
 
Kts yllä Ks yllä 
 
 
 
70 % kaakaota sisältävän 
suklaan konssimassa 
 
Kts yllä Ks yllä 
 
70 % kaakaota sisältävän 
suklaan valssijauhe 
 
Kts yllä Ks yllä 
 
47 % kaakaota sisältävän 
suklaan konssimassa 
sokeri, kaakaomassa, kaakaovoi, maitorasva, 
emulgointiaine (lesitiini mm. soija), aromi. 
Vähintään 47% kaakaota. Saattaa sisältää pieniä 
määriä maitoa, pähkinää, mantelia ja vehnää 
Energiaa 525 kcal  
Proteiinia 4.4 g  
Hiilihydraatteja 51 g, josta 
sokeria 49 g ja  
laktoosia 0.5 g.  
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Rasvaa 34 g, josta  
tyydytt. rasvahapot 20 g  
Kuitua 4.7 g  
Natrium 0 g 
 
47 % kaakaota sisältävän 
suklaan valssijauhe 
 
Kts yllä Ks yllä 
 
Maitosuklaa konssimassa 
(tuoremaito) 
maito, sokeri, kaakaovoi, kaakaomassa, 
emulgointiaine (lesitiini mm. soija), suola, 
aromit. Vähintään 30 % kaakaota. Saattaa 
sisältää pieniä määriä pähkinää, mantelia ja 
vehnää. 
Energiaa 545 kcal  
Proteiinia 11 g  
Hiilihydraatteja 49 g, 
joista sokeria 48 g ja  
laktoosia 13 g.  
Rasvaa 33 g, josta  
tyydytt. rasvahapot 21 g  
Kuitua 1.6 g  
Natrium 0.1 g 
 
Maitosuklaa valssijauhe 
(tuoremaito) 
Kts yllä Ks yllä 
 
 
Maitosuklaa konssimassa 
(maitojauhe) 
Kts yllä Ks yllä 
 
 
Maitosuklaa Valssijauhe 
(maitojauhe) 
Kts yllä Ks yllä 
 
 
Harjoitusnäytteet:   
Fazer Taloussuklaa Sokeri, kaakaovoi, kaakaojauhe, maitorasva, 
rasvaton maitojauhe (alle 1 %), soijalesitiini, 
vaniliini. Vähintään 44 % kaakaota 
Energiaa 525 kcal  
Proteiinia 3,9 g  
Hiilihydraatteja 59 g,  
josta sokeria 54 g ja 
laktoosia 0,5 g.  
Rasvaa 30 g , josta 
tyydytt. rasvahapot 18 g  
Kuitua 5,7 g  
Natrium 0.1 g 
 
Cocovi -Kaakaomassa Kaakaomassa, alkuperämaa Peru Energiaa 600 kcal  
Proteiinia 15 g 
Hiilihydraatteja 35 g 
Rasvaa 75 g  
Kuitua 18 g 
1 
Puhdistamo -Kaakaopavut
                                                               
2 
Cocovi -Kaakaomassa
 
 
Näytteitä säilytettiin valolta suojattuna huoneenlämmössä. Analyysejä varten kiinteistä 
näytteistä (massat ja suklaat) rouhittiin veitsellä noin 25 grammaa mahdollisimman 
homogeenistä rouhetta. Jauhenäytteet (valssijauheet ja Crumb-jauheet) punnittiin 
sekoituksen jälkeen sellaisenaan rasvauuttoon. Fermentoidut papunäytteet kuorittiin ja 
niiden sisältö rouhittiin kuten massanäytteetkin.  
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3.2.3    Rasvauutto 
 
Näytteistä poistettiin rasva uuttamalla automaattisella laitteistolla (Soxtec-avanti 250, 
Tanska) hienonnettu suklaa (3 g esipunnitussa uuttosukassa, Whatman 33 x 80 mm, 
Englanti) heptaani:isopropanoli-liuoksella (3:2, 80 ml) seuraavan ohjelman mukaisesti: 
lämpötila 170 °C, kiehutusaika 45 min, huuhteluaika 30 min ja takaisinkeruuaika 10 min ja 
lämmitysaika 1 min. Automaattisen Soxtec-laitteen käyttö manuaalisen soxhlet-uuton 
sijasta parantaa sekä määritysten toistettavuutta ja uusittavuutta että työturvallisuutta ja -
tehokkuutta (Luthria 2004). Uuton jälkeen uuttosukkia (rasvaton osuus) ja uuttoastioita 
(rasvafraktio) kuivattiin vetokaapissa (T=25 °C) yön yli liuotinjäämien haihduttamiseksi, 
minkä jälkeen ne punnittiin.  
 
Sekä sukat että taaratut uuttokupit esipunnittiin (Taulukko 4, vaaka Precisa Xt220 A, 
Sveitsi). Näytettä punnittiin sukkiin tarkasti noin 3 g. Uuton jälkeen sukat näytteineen ja 
uuttokupit rasvafraktioineen punnittiin. Sukkaan jäävän näytteen määrän selvittämistä 
varten sukat punnittiin myös sitten, kun näyte oli poistettu niistä. Koska 
prosyanidiinipitoisuudet ilmoitettiin tuorepainoa kohti, oli tuloksia laskettaessa kerrottava 
kromatografisesti saadut pitoisuudet rasvattoman fraktion prosenttiosuudella. 
Uuttosukkiin jääneen rasvattoman fraktion osuus laskettiin seuraavasti: 
𝑅𝑎𝑠𝑣𝑎𝑡𝑜𝑛 𝑓𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑜 (%) =
((𝑆𝑢𝑘𝑘𝑎+𝑛ä𝑦𝑡𝑒)𝑢𝑢𝑡𝑜𝑛 𝑗ä𝑙𝑘𝑒𝑒𝑛 (𝑔)−𝐸𝑠𝑖𝑝𝑢𝑛𝑛𝑖𝑡𝑡𝑢 𝑠𝑢𝑘𝑘𝑎 (𝑔))
𝑁ä𝑦𝑡𝑒𝑚ää𝑟ä (𝑔)
× 100   
Lisäksi haluttiin tarkistaa näytteiden rasvapitoisuus: 
𝑅𝑎𝑠𝑣𝑎𝑝𝑖𝑡𝑜𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠 (%) =
( 𝑈𝑢𝑡𝑡𝑜𝑘𝑢𝑝𝑝𝑖 𝑢𝑢𝑡𝑜𝑛 𝑗ä𝑙𝑘𝑒𝑒𝑛 (𝑔)−𝐸𝑠𝑖𝑝𝑢𝑛𝑛𝑖𝑡𝑡𝑢 𝑢𝑢𝑡𝑡𝑜𝑘𝑢𝑝𝑝𝑖 (𝑔))
𝑁ä𝑦𝑡𝑒𝑚ää𝑟ä (𝑔)
× 100   
Näytehävikki saatiin seuraavasti: 
𝑁ä𝑦𝑡𝑒ℎä𝑣𝑖𝑘𝑘𝑖 (𝑔) =  𝑆𝑢𝑘𝑘𝑎, 𝑗𝑜𝑠𝑡𝑎 𝑛ä𝑦𝑡𝑒 𝑘𝑎𝑎𝑣𝑖𝑡𝑡𝑢 𝑝𝑜𝑖𝑠 (𝑔) −  𝐸𝑠𝑖𝑝𝑢𝑛𝑛𝑖𝑡𝑡𝑢 𝑢𝑢𝑡𝑡𝑜𝑠𝑢𝑘𝑘𝑎 (𝑔)  
 
Taulukko 4. Soxtec-uuton yhteydessä tehdyt punnitukset ja niiden tarve 
Punnittava Määritys 
Ennen uuttoa  
Uuttosukka Rasvattoman osuuden ja näytehävikin määritys 
Uuttokuppi Rasvafraktion määritys 
Näytemäärä uuttosukkaan n. 3 g prosenttiosuuksien määritys 
Uuton jälkeen  
Sukka + rasvaton näyte Rasvattoman osuuden ja näytehävikin määritys 
Uuttokuppi + rasva Rasvafraktion määritys 
Sukka, josta näyte kaavittu pois Näytehävikin määritys 
1 g rasvatonta näytettä ASE-uutto 
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3.2.4    Fenolisten yhdisteiden uutto 
 
Fenolisten yhdisteiden uuttoa varten Soxtec-uuton avulla erotetusta rasvattomasta 
fraktiosta punnittiin tarkasti noin 1 g näytekapseliin. Fenoliset yhdisteet uutettiin näytteistä 
automaattisella paineistetulla nesteuutolla (ASE-uutto) (Dionex, USA, ASE 200 
Accelerated Solvent Extractor). ASE-uuton etuja ovat lämpötilan noston avulla 
saavutettava tehokkuus ja pienempi liuotinkulutus (Luthria 2004). Samalla nostetaan 
painetta, jotta liuotin pysyy nestemäisenä. Tässä työssä näytteet (1 g, 3 rinnakkaista) 
uutettiin kahdesti 70-prosenttisella asetoniliuoksella lämpötilan ollessa 100 °C, minkä 
jälkeen liuotin poistettiin paineistetulla typpikaasulla, näyteliuokset kerättiin, siirrettiin 
sentrifuugiputkiin (30 ml) ja sentrifugoitiin (Du Pont, USA, RC5C) 2000 rpm 
kierrosnopeudella 10 minuutin ajan. Jäljellä oleva liuotin haihdutettiin 
pyöröhaihduttimessa (Heidolph Electro GmbH & Co, Saksa, Heidolph VV2000) 
supernatanteista (250 ml kolvissa) ja näytteet liuotettiin pienillä erillä metanolia 5 ml:n 
mittapulloihin, jotka täytettiin merkkiin. Näytteet säilytettiin varastoputkissa jääkaapissa 
(+4 °C). 
 
3.2.5    Kaakaon flavanolien nestekromatografinen määritys 
 
Näytteiden prosyanidiinit määritettiin polymeroitumisasteidensa mukaisina ryhminä 
monomeereista (P1) aina dekameereihin (P10) nestekromatografisesti HPLC-tekniikalla 
tutkimusryhmän työohjetta noudattaen mukaillen Hellströmin ym. (2007) käyttämää 
normaalifaasimenetelmää. Dekameereja suuremmat polymeerit (PP) eluoituivat yhtenä 
piikkinä. HPLC-laitteisto koostui Waters Alliance 2690 -nestekromatografista (USA), 
diodirivi- ja fluoresenssidetektoreista (Waters PDA 996 ja Waters 474) ja 250 x 4,6 mm, 5 
µm Silica -kolonnista sekä 4,0 x 3,0 mm silikaesikolonnista (molemmat Phenomenex Inc., 
Darmstad, Saksa). Laitteiston ohjaukseen käytettiin Empower 2 -ohjelmaa. 
 
Menetelmä oli gradienttinen. Liikkuvana faasina käytettiin kahta ajoliuosta, jotka sisälsivät 
dikloorimetaania, metanolia, Milli-Q-vettä ja etikkahappoa (liuos A: suhteessa 41:7:1:1, 
v/v/v, ja liuos B: suhteessa 5:43:1:1, v/v/v). Gradienttiajon vaiheet on esitetty taulukossa 5. 
Kolonnin lämpötila oli 35 °C. Näytteiden injektiovolyymi oli 25 µl. Virtausnopeus oli 
1 ml/min. Erottuminen varmistettiin sekä UV- että fluoresenssidetektoreilla, 
aallonpituuksilla 280 nm (UV ja fluoresenssin λex) ja 323 nm (fluoresenssin λem). 
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Taulukko 5. Gradienttiajon vaiheet kaakaon flavanolien HPLC-määrityksessä. 
Aika (min) Ajoliuos  
Liuos A (%)                                         Liuos B (%) 
0 100 0 
20 86,5 13,5 
50 70,8 29,2 
55 0 100 
60 0 100 
65 100 0 
  
Prosyanidiinit eluoituivat kokonsa perusteella siten, että monomeerit ja oligomeerit 
erottuivat polymeroitumisasteensa mukaan omina piikkeinään aina dekameereihin asti, 
mutta sitä suuremmat polymeerit eluoituivat yhtenä piikkinä (kuva 10). 
 
 
Kuva 10. Proantosyanidiinien erottuminen polymeroitumisasteen mukaan suorafaasi-gradienttimentelmällä 
(Hellström ym. 2007). P1 = monomeerit eli flavanolit, P2-P10 = prosyanidiinit dimeereistä dekameereihin ja 
PP = dekameereja suuremmat prosyanidiinit 
 
3.2.6    Tulosten laskeminen 
Integrointi 
Jokaisesta näytteestä valmistettiin kolme rinnakkaista näytettä. Rinnakkaiset injektoitiin 
kahteen kertaan, jolloin saatiin yhtä näytettä kohden kuusi kromatogrammia. 
Kromatogrammien piikit integroitiin manuaalisesti laaksosta laaksoon, sillä gradientin 
vuoksi pohjaviiva aleni loivasti ajon aikana, joten automaattinen integrointi olisi 
vääristänyt tuloksia kasvattaen erityisesti ajon alkupäässä eluoituvien yhdisteiden piikkien 
pinta-alaa. 
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Koska tulokset ilmoitettiin DP-ryhmittäin, integroitiin piikit lohkoina, jotka yhdistettiin 
laskennallisesti piikkiryhmien välisten rajojen mukaan. Ryhmien rajat määritettiin 
vertailemalla näytteiden kromatogrammeja keskenään ja tulkinnanvaraisissa tapauksissa 
piikin ryhmä valittiin rinnakkaisten kromatogrammeja hyödyntäen (taulukko 6). 
Taulukko 6. Näytteiden kromatogrammien perusteella valitut DP-ryhmien rajat 
Ryhmittely polymeroitumisasteen mukaan Retentioaika (min) 
DP1 8-10 
DP2 13-17 
DP3 18-21 
DP4 22-24 
DP5 24,5-26,5 
DP6 27-29 
DP7 30-31 
DP8 33 
PP 54-55 
 
Standardisuorat 
Näytteiden tiedettiin eroavan moninkertaisesti toisistaan flavanoli- ja 
prosyanidiinipitoisuuksiensa suhteen, koska näytteiden kaakaopitoisuus vaihteli välillä 30 
% (maitosuklaa) ja 100 % (kaakaopapu). Täten standardisuorien oli oltava lineaarisia 
suhteellisen laajalla pitoisuusalueella. Standardisuoran skaalaa arvioitiin 
harjoitusnäytteiden avulla, sillä kaakaomassan ja kaakaopitoisuudeltaan 44 % 
taloussuklaan oletettiin antavan suuntaa tarvittavista suurimmista ja pienimmistä 
pitoisuuksista. Kaakaon flavanolit kvantitoitiin ulkoisen standardin menetelmällä. 
Monomeerit (DP1) määritettiin (-)-epikatekiinistandardin ja oligomeerit (DP2-8) ja 
polymeerit (PP) prosyanidiini B2-standardin avulla.  
Epikatekiinin standardisuoran valmistus. Kantaliuos valmistettiin punnitsemalla tarkasti 
noin 1 mg puhdasta standardia ja liuottamalla se 5 ml:aan metanolia (Vaakana mikrovaaka 
Sartorius ME5, apuna ionisoiva puhallin Sartorius Stat-Fan). Tästä kantaliuoksesta 
valmistettiin kaksi laimennosta, 1/5 ja 1/20 ja sekä kantaliuoksesta että laimennoksista 
injektoitiin 10 ja 25 µl rinnakkaisineen (kuva 11, vaihe 1). Näillä injektioilla saatu suora ei 
kuitenkaan kattanut tarpeeksi laajaa aluetta vaan näytteissä oli sekä pitoisuudeltaan 
suurempia että pienempiä näytteitä. Siksi päätettiin vielä laimentaa 1/20 laimennosta 
1/5:een ja valmistaa lisäksi pitoisuudeltaan suurempia pisteitä varten uusi, vahvempi liuos, 
joista ajettiin 25 ja 10 µl:n injektiot (kuva 11, vaihe 2). Näin ollen epikatekiinin 
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standardisuoraksi saatiin 9 pisteen suora, joka kattoi pitoisuusalueen n. 0,05–8 µl/inj. 
Suoran yhtälö oli y=46960347x-72996 ja selitysaste R
2
=0,9985. 
  
Vaihe 1: laimennosten valmistus standardisuoraa varten 
 
Vaihe 2: pitoisuudeltaan suurempien standardisuoran pisteiden valmistus 
Kuva 11. Monomeerien kvantitoimiseen käytetyn epikatekiinin standardisuoran valmistuskaavio 
 
Prosyanidiini B2-standardisuoran valmistus. B2-standardista valmistettiin ensin 
samanlainen laimennos kuin epikatekiinistä, mutta kromatogrammeista huomattiin, että 
B2-standardin piikki puolittui metanolissa. Siksi valmistettiin uusi, tällä kertaa 
10-kertainen kolmen pisteen laimennossarja A-liuokseen, josta ajettiin rinnakkaisina sekä 
25 µl:n että 10 µl:n injektiot. Kromatogrammeja tarkastellessa huomattiin kuitenkin, että 
10 µl:n injektioissa oli selvästi suurempaa epätarkkuutta kuin 25 µl:n, jolloin päätettiin, 
että standardisuoran pisteinä käytetään vain 25 µl:n injektioita, mikä oli myös näytteiden 
injektiovolyymi (Kuva 12). Standardisuoraksi saatiin 3 pisteen suora, joka kattaa 
Kantaliuos 0,1962 mg/ml 
Laimennos 1/5 
2 * 25 µl inj. 
2 * 10 µl inj. 
Laimennos 1/20 
2 * 25 µl inj. 
2 * 10 µl inj. 
Laimennos 1/5 
2 * 25 µl inj. 
2 * 25 µl inj. 
2 * 10 µl inj. 
Kantaliuos 
0,3235 mg/ml 
2 * 25 µl inj. 
2 * 10 µl inj. 
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pitoisuusalueen ≈ 0,01–8 µl/inj. Suoran yhtälö oli y=25874264x-1957176 ja selitysaste 
R
2
=0,9995. 
 
 
Kuva 12. Oligomeerien ja polymeerien kvantitoimiseen käytetyn prosyanidiini B2 -standardisuoran 
valmistuskaavio 
 
Pitoisuuksien määritys  
 
Näytteiden pitoisuudet määritettiin tuorepainoa kohti noudattaen kuvaa 13 siten, että 
pitoisuus mittapullossa saatiin kertomalla pitoisuus injektiossa mittapullon tilavuudella ja 
jakamalla se injektiovolyymilla (Kaava 1) ja prosyanidiinien pitoisuus rasvattomassa 
näytteessä jakamalla saatu pitioisuus ASE-uuttoon punnitulla näytemäärällä (Kaava 2) ja 
vastaavasti prosyanidiinien pitoisuus tuorepainoa kohti jakamalla rasvattoman näytteen 
määrä rasvattoman fraktion osuudella ja kertomalla tulos sadalla (Kaava 3). 
 
Kuva 13. Analysoitujen kaakaon flavanolien jakautuminen menetelmän eri vaiheissa  
 
𝑋𝑚𝑖𝑡𝑡𝑎𝑝𝑢𝑙𝑙𝑜 (𝑚𝑔) =
(𝑋𝑖𝑛𝑗 𝑥 5000𝜇𝑙)
25𝜇𝑙
   (1) 
𝑋
𝑚𝑔
𝑔
𝑟𝑎𝑠𝑣𝑎𝑡𝑜𝑛𝑡𝑎 𝑛ä𝑦𝑡𝑒𝑡𝑡ä =
𝑋𝑚𝑖𝑡𝑡𝑎𝑝𝑢𝑙𝑙𝑙𝑜
𝑛ä𝑦𝑡𝑒𝑚ää𝑟ä 𝐴𝑆𝐸𝑠𝑠𝑎
   (2) 
 
𝑋
𝑚𝑔
100𝑔 
 𝑡𝑢𝑜𝑟𝑒𝑝𝑎𝑖𝑛𝑜𝑎 =  
𝑋
𝑚𝑔
𝑔
 𝑟𝑎𝑠𝑣𝑎𝑡𝑜𝑛𝑡𝑎 𝑛ä𝑦𝑡𝑒𝑡𝑡ä
rasvattoman fraktion osuus
x 100  (3) 
Kantaliuos 0,353 
mg/ml 
2 * 25 µl inj. 
Laimennos 
1/10 
2 * 25 µl inj. 
Laimennos 
1/10 
2 * 25 µl inj. 
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Lisäksi vertaillessa prosessoinnin vaikutusta kaakaon flavanolipitoisuuteen tuli tuorepainoa 
koti olevat tulokset jakaa näytteen ilmoitetulla kaakaoprosentilla (kaava 4). 
𝑋
𝑚𝑔
100𝑔 
 𝑘𝑎𝑎𝑘𝑎𝑜𝑝𝑖𝑡𝑜𝑖𝑠𝑢𝑢𝑡𝑡𝑎 𝑘𝑜ℎ𝑡𝑖 =  
𝑋
𝑚𝑔
100𝑔 
 𝑡𝑢𝑜𝑟𝑒𝑝𝑎𝑖𝑛𝑜𝑎
𝑘𝑎𝑎𝑘𝑎𝑜𝑝𝑟𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑡𝑖 𝑑𝑒𝑠𝑖𝑚𝑎𝑎𝑙𝑒𝑖𝑛𝑎 (0,𝑋𝑋)
 (4) 
Toteamis- ja määritysrajojen laskeminen 
NIST SRM2384-taloussuklaareferenssimateriaalin avulla laskettiin toteamis- ja 
määritysrajat (LOD ja LOQ). Referenssimateriaalinäytteen keskiverroimman injektion 
kromatogrammista määritettiin taustakohinan pinta-ala. toteamisrajaa varten taustakohinan 
pinta-ala kerrottiin kolmella ja määritysrajaa varten kymmenellä. Vastaavat pitoisuudet 
määritettiin (-)-epikatekiinin ja B2-prosyanidiinin standardisuorien avulla.  
 
3.3    TULOKSET  
 
3.3.1    Toteamis- ja määritysrajat 
 
NIST SRM2384-taloussuklaareferenssimateriaalin kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus 
oli 452 ± 63 mg/100 g tuorepainoa (taulukko 7). Referenssimateriaalin avulla määritettiin 
toteamis- ja määritysrajat (LOD ja LOQ). Taustakohinaksi määritettiin 123 995 pinta-ala 
yksikköä, josta laskettiin toteamis- ja määritysrajat (Taulukko 8). Toteamis- ja 
määritysrajat määritettiin sekä (-)-epikatekiinin että B2-prosyanidiinin avulla, sillä 
näytteiden flavanolien monomeerit kvantitoitiin (-)-epikatekiinilla ja dimeerit ja sitä 
suuremmat prosyanidiinit B2-prosyanidiinilla. Toteamis- ja määritysrajat olivat 
huomattavasti suuremmat, kun ne laskettiin B2-prosyanidiinin avulla. 
Taulukko 7. NIST-SRM2384-leivontasuklaareferenssimateriaalin kaakaon flavanolipitoisuudet ja 
 niiden hajonnat polymeroitumisasteen (DP) mukaan, n=3 (mg / 100g tuorepainoa) 
DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP6 DP7 DP8 DP9 PP DP1-PP 
82 ± 14 119 ± 20 89 ± 14 64 ± 10 65 ± 13 19 ± 3 
   
15 ± 12 452 ± 63 
 
 
Taulukko 8. Toteamis- ja määritysrajat ja niitä vastaavat pitoisuudet injektioissa määritettynä 
(-)-epikatekiini- ja B2-prosyanidiinistandardisuorien avulla 
 Pinta-ala Pitoisuus (µg/inj) 
  Kvantitoitu (-)-epikatekiinilla Kvantitoitu B2-prosyanidiinilla 
Tausta 123995   
Toteamisraja 371985 0,009 0,090 
Määritysraja 1239950 0,028 0,124 
 
 
39 
3.3.2    Kaakaon flavanolit kaakaomassa- ja papunäytteissä 
 
Massanäytteinä oli kahdesta eri kaakaopapulajikkeesta valmistettuja massoja (M1 ja M2), 
niiden sekoitusta (josta näytteinä olleet 70 % kaakaota sisältävä tumma suklaa, 47 % 
kaakaota sisältävä tumma suklaa ja 30 % kaakaota sisältävä maitosuklaa valmistettiin) ja 
toisesta papulajikkeesta (M1) valmistettua maultaan normaalia karvaampaa massaa (karvas 
M1). Papunäytteenä oli fermentoitu kaakaopapu, jonka lajikkeesta M1-massat oli 
valmistettu. 
Fermentoidussa papunäytteessä oli prosyanidiinien oligomeereja nonameereihin (DP9) 
asti, massanäytteissä vain oktameereihin (DP8). Kaikissa papu- ja massanäytteissä oli 
prosyanidiinien polymeerejä (PP) (Taulukko 9). Maultaan normaalia karvaampi 
massanäyte (karvas M1) erottui muista massanäytteistä myös kromatografisesti. Sen 
kokonaisflavanolipitoisuus (2100 mg/100 g tuorepainoa) oli lähes kaksinkertainen 
tavalliseen M1-näytteeseen (1100 mg/100 g tuorepainoa) verrattuna ja siten jopa suurempi 
kuin papunäytteen (1500 mg/100 g tuorepainoa). 
Taulukko 9. Papu- ja massanäytteiden kaakaon flavanolipitoisuudet ja niiden hajonnat 
polymeroitumisasteen (DP) mukaan (n=3, mg/100 g tuorepainoa)  
 Papu Karvas M1-näyte M1-näyte M2-näyte M1 + M2 -seos 
(2:1) 
DP1 290 ± 9 510 ± 39 250 ± 44 160 ± 20 220 ± 30 
DP2 330 ± 10 530 ± 60 280 ± 55 210 ± 30 270 ± 42 
DP3 260 ± 9 380 ± 31 210 ± 38 160 ± 24 210 ± 24 
DP4 230 ± 13 260 ± 35 160 ± 30 140 ± 19 160 ± 26 
DP5 220 ± 13 220 ± 27 140 ± 23 120 ± 13 140 ± 28 
DP6 98 ± 5 110 ± 16 60 ± 10 50 ± 12 70 ± 19 
DP7 37 ± 2 60 ± 18 25 ± 4 30 ± 5 40 ± 10 
DP8 10 ± 3 30 ± 7 6,3 ± 5,1 30 ± 14 20 ± 15 
DP9 2,1 ± 5,2             
PP 8,6 ± 2,1 27 ± 7 23 ± 9 9,8 ± 0,8 25 ± 6 
DP1-PP 1500 ± 48 2100 ± 224 1100 ± 200 900 ± 99 1150 ± 172 
 
Tarkasteltaessa muita kuin poikkeavaa karvasta M1-näytettä huomattiin, että 
prosessoitaessa papuja edelleen M1-massaksi, menetettiin 23 % kaakaon flavanolien 
kokonaispitoisuudesta (taulukko 9).  Flavanolien monomeereja menetettiin 14 %, 
dimeerejä 15 %, trimeerejä 20 %, tetrameereja 31 %, pentameerejä 38 %, heksameereja 
41 %, heptameereja 31 % ja oktameereja 40 %. Flavanolien nonameerit hävisivät täysin. 
Dekameereja suurempia flavanolien polymeereja oli sen sijaan 166 %:a enemmän M1-
näytteessä kuin papunäytteessä (23,2 mg/100 g tuorepainoa ja 8,6 mg/100 g tuorepainoa). 
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M2-massanäytteen kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus oli 21 % alhaisempi kuin 
M1-massanäytteen.  Massaseosnäytteen kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus oli samaa 
luokkaa näytteenä olleen M1-massan kanssa.  
Vaikka alkuperältään erilaiset massa- ja fermentoitu papu -näytteet erosivat toisistaan 
huomattavasti kaakaon flavanolien pitoisuuksissa (taulukko 9), säilyivät niiden 
flavanoliprofiilit kuitenkin hyvin samankaltaisina (kuva 14). Muutoksia tapahtui vasta 
flavanolien heptameereissä ja sitä suuremmissa polymeereissä, joiden osuus flavanolien 
kokonaispitoisuudesta oli pieni.  
 
Kuva 14. Fermentoidun kaakaopavun ja massanäytteiden kaakaon flavanolien polymeroitumisasteiden 
prosentuaaliset osuudet näytteen flavanolien kokonaispitoisuudesta (n=3) 
 
3.3.3    Suklaan valmistusprosessin vaikutus kaakaon flavanoleihin  
 
Suklaan valmistusprosessin vaikutusta kaakaon flavanoleihin tutkittiin vaihe vaiheelta 
määrittäen ne vaiheet, joissa kaakaon flavanoleja menetetään eniten. Prosessin vaikutusta 
tutkittiin vertaamalla valmistuksessa käytetyn massaseosnäytteen, kunkin suklaan 
valssijauhenäytteen, konssimassanäytteen sekä osin myös lopullisen suklaanäytteen 
kaakaon flavanoliprofiileja keskenään. Tutkittavat suklaat olivat kaakaopitoisuudeltaan 70-
prosenttinen tumma suklaa, kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttinen tuoremaidosta 
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valmistettu maitosuklaa, kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttinen maitojauheesta valmistettu 
maitosuklaa ja kaakaopitoisuudeltaan 47-prosenttinen tumma suklaa. Näiden suklaiden 
valssaus- ja konssausvaiheiden jälkeen otettujen näytteiden kaakaon flavanolipitoisuudet 
(DP1-PP) ja niiden hajonnat on esitetty taulukoissa 10 ja 11.  
 
Taulukko 10. Valssijauhenäytteiden kaakaon flavanolipitoisuudet ja niiden hajonnat polymeroitumisasteen 
(DP) mukaan (n=3, mg/100 g tuorepainoa) 
 70 % Valssijauhe 47 % Valssijauhe Maitosuklaa Valssijauhe Maitosuklaa Valssijauhe 
(maitojauhe) 
DP1 110 ± 5 70 ± 3 12 ± 2 32 ± 1 
DP2 120 ± 5 76 ± 6 22 ± 3 42 ± 2 
DP3 72 ± 7 58 ± 2 16 ± 3 35 ± 2 
DP4 57 ± 3 47 ± 1 7,8 ± 0,8 16 ± 1 
DP5 49 ± 1 44 ± 4 3,9 ± 0,9 9,1 ± 0,3 
DP6 14 ± 1 16 ± 1  ±   ±  
DP7  ±  6,4 ± 1,6  ±   ±  
DP8  ±  4,5 ± 0,9  ±   ±  
DP9  ±   ±   ±   ±  
PP 2,9 ± 0,4 4,9 ± 1,6  ±   ±  
DP1-PP 430 ± 19 330 ± 12 61 ± 10 135 ± 6 
 
Taulukko 11. Konssimassanäytteiden kaakaon flavanolipitoisuudet ja niiden hajonnat polymeroitumis-
asteen (DP) mukaan (n=3, mg/100 g tuorepainoa) 
 70 % 
konssimassa 
47 % konssimassa Maitosuklaa 
konssimassa 
Maitosuklaa 
konssimassa 
(maitojauhe) 
Maitosuklaa 
konssimassa 
(koe) 
DP1 89 ± 4 150 ± 51 13 ± 2 30 ± 3 31 ± 2 
DP2 93 ± 7 180 ± 53 19 ± 4 38 ± 4 38 ± 2 
DP3 58 ± 3 130 ± 40 17 ± 1 33 ± 4 32 ± 7 
DP4 43 ± 5 120 ± 36 5,6 ± 0,6 14 ± 2 18 ± 1 
DP5 41 ± 3 100 ± 31 2,3 ± 1,2 7,8 ± 0,9 8,1 ± 0,4 
DP6 10 ± 1 41 ± 9          
DP7    16 ± 3          
DP8                
DP9                
PP 2,5 ± 0,4             
DP1-PP 340 ± 23 740 ± 218 57 ± 6 120 ± 13 125 ± 8 
 
70 % kaakaota sisältävän suklaan valmistus 
Kriittisin vaihe suklaan valmistuksessa kaakaon flavanolien kannalta oli valssausvaihe, 
jossa menetettiin 47 % niiden kokonaispitoisuudesta verrattuna aiempaan massaseos-
näytteeseen (taulukko 10, kuva 15). Konssauksessa menetettiin enää 20 % jäljellä olevasta 
kokonaispitoisuudesta ja konssauksen jälkeiset vaiheet eivät enää vaikuttaneet 
merkittävästi kaakaon flavanolien kokonaispitoisuuteen suklaassa (taulukko 11, kuva 15). 
Valssausvaiheessa prosentuaalisesti suurimmat flavanolien menetykset kohdistuivat 
trimeereihin ja sitä suurempiin oligomeereihin sekä polymeereihin (taulukko 10). 
Flavanolien monomeereja menetettiin 29 %, dimeerejä 35 %, trimeerejä 50 %, tetrameereja 
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48 %, pentameerejä 52 %, heksameereja 72 %, heptameereja ja oktameereja 100 %. 
Dekameereja suurempia flavanolien polymeereja menetettiin 83 %. 
Kuva 15. Kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisen suklaan päävalmistusvaiheista otettujen näytteiden kaakaon 
flavanolien jakaumat polymeroitumisasteen mukaisesti suhteutettuna kaakaopitoisuuteen (n=3) 
Kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttisten maitosuklaiden valmistus 
Myös tuoremaidosta valmistetun maitosuklaan kaakaon flavanoleja menetettiin eniten 
valssausvaiheessa. Valssauksessa menetettiin 41 % kaakaon flavanoleiden 
kokonaispitioisuudesta ja konssauksessa enää 6 % (taulukot 10 ja 11, kuva 16). 
Valssausvaiheen jälkeen maitosuklaassa oli jäljellä kaakaon flavanoleja enää 
pentameereihin asti. Valssausvaiheessa flavanolien monomeereja menetettiin 39 %, 
dimeerejä 10 %, trimeerejä 16 %, tetrameereja 45 % ja pentameereja 70 %.  
 
Kuva 16. Tuoremaidosta valmistetun maitosuklaan (kaakaopitoisuus 30 %) valmistusvaiheista otettujen 
näytteiden kaakaon flavanolien jakaumat polymeroitumisasteen mukaisesti suhteutettuna kaakaopitoisuuteen 
(n=3). 
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Maitojauheesta valmistetun maitosuklaan (kaakaopitoisuus 30 %) valssauksessa 
menetettiin 61 % kaakaon flavanoleiden kokonaispitoisuudesta ja konssauksessa enää 9 % 
(Taulukot 10 ja 11, kuva 17). Myös maitojauheesta valmistetun maitosuklaan pentameeria 
suuremmat kaakaon flavanolit menetettiin täysin valssauksessa. Lisäksi valssausvaiheessa 
flavanolien monomeereja menetettiin 51 %, dimeerejä 47 %, trimeerejä 43 %, tetrameereja 
66 % ja pentameereja 79 %. 
Kuva 17. Maitojauheesta valmistetun maitosuklaan (kaakaopitoisuus 30 %) valmistusvaiheista otettujen 
näytteiden kaakaon flavanolien jakaumat polymeroitumisasteen mukaisesti suhteutettuna kaakaopitoisuuteen 
(n=3). 
 
47 % kaakaota sisältävän suklaan valmistus 
Kaakaota 47 % sisältävän tumman suklaan kaakaon flavanolien pitoisuus ei pienentynyt 
tasaisesti prosessin edetessä, vaan kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus oli 
konssausvaiheessa poikkeavasti yli puolet valssausvaiheen pitoisuutta suurempi (taulukot 
10 ja 11). Myös näytteen keskihajonta (740 ± 218) on suhteellisesti suurempi kuin muiden 
näytteiden (taulukko 11). Alla esitetyssä kaakaopitoisuudeltaan 47-prosenttisten 
valssijauhe- ja konssimassanäytteiden rinnakkaisten vertailusta näkyy, että 
konssimassanäytteissä oli jo rinnakkaisten välillä suurta hajontaa, mikä tarkoittanee sitä, 
että tuloksia vääristävä virhe on tapahtunut jo konssimassanäytteen esikäsittelyssä (kuva 
18).  
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Kuva 18. 47 % kaakaota sisältävän suklaan valssijauhe- ja konssimassanäytteiden rinnakkaisnäytteiden 
vertailu (n=3). 
 
Koska muiden näytteiden prosessoinnin vaikutuksia (kuvat  15, 16 ja 17) tarkastelemalla 
voitiin todeta, että kaakaon flavanoleita menetettiin huomattavasti vähemmän 
(kaakaopitoisuudeltaan 70 % suklaassa 20 % ja kaakaopitoisuudeltaan 30 % suklaissa 6 % 
ja 9 % kokonaispitoisuudesta) enää valssausvaiheen jälkeen, oli aiheellista jättää huomiotta 
47 % kaakaota sisältävän tumman suklaan konssausnäytteen tulos, ja kuvata prosessoinnin 
vaikutusta vain valssausvaiheeseen asti (kuva 19). Tästä johtuen mahdolliset päätelmät 47 
% kaakaota sisältävän tumman suklaan lopullisesta kaakaon flavanolien pitoisuudesta tulisi 
tehdä valssijauhenäytteen perusteella. 
 
Kuva 19. Kaakaopitoisuudeltaan 47-prosenttisen tumman suklaan valssijauhe-, massaseos- ja papunäytteiden 
kaakaon flavanolien jakaumat polymeroitumisasteen mukaisesti suhteutettuna kaakaopitoisuuteen (n=3). 
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Valssausvaiheessa menetettiin 40 % kaakaon flavanolien kokonaispitoisuudesta. Myös 47 
% kaakaota sisältävän tumman suklaan valssausvaiheessa prosentuaalisesti eniten kaakaon 
flavanoleja menetettiin suuremmista oligomeereistä ja polymeereistä (taulukko 10, kuva 
19). Flavonolien monomeereja menetettiin 33 %, dimeerejä 40 %, trimeerejä 40 %, 
tetrameereja 36 %, pentameerejä 35 %, heksameereja 54 %, heptameereja 61 % ja 
oktameereja 62 %. Dekameereja suurempia flavanolien polymeereja menetettiin 58 %. 
 
3.3.4    Raaka-aineiden vaikutus kaakaon flavanolien pitoisuuteen 
 
70 % kaakaota sisältävä suklaa 
Kaakaota 70 % sisältävän tumman suklaan osalta tutkittiin kaakaojauhefraktion (10 % 
käytetystä kaakaosta) vaikutusta kaakaon flavanolien kokonaispitoisuuteen. 
Vaihtoehtoisissa näytteissä korvattiin nykyisessä markkinoilla olevassa suklaassa käytetty 
alkaloitu kaakaojauhe joko alkaloimattomalla kaakaojauheella tai flavanoleja säästäen 
valmistetulla ACTICOA™-kaakaojauheella. 
 
Kaakaon flavanolien kokonaispitoisuudet olivat ACTICOA™-kaakaojauhetta sisältävässä 
kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisessa tummassa suklaassa 860 mg/100 g tuorepainoa, 
alkaloimatonta kaakaojauhetta sisältävässä kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisessa 
tummassa suklaassa 390 mg/100 g tuorepainoa ja alkaloitua kaakaojauhetta sisältävässä 
kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisessa tummassa suklaassa 340 mg/100 g tuorepainoa 
Taulukko 12. 70 % Suklaanäytteiden kaakaon flavanolipitoisuudet ja niiden hajonnat polymeroitumis-
asteen (DP) mukaan (n=3, mg/100g tuorepainoa). 
 Fazer 70 % suklaa 
(kaakaosta 10 %  
ACTICOA™-
kaakaojauhetta) 
Fazer 70 % suklaa (kaakaosta 10 % 
alkaloimatonta kaakaojauhetta) 
Fazer 70 % suklaa 
(kaakaosta 10 % alkaloitua 
kaakaojauhetta) 
DP1 190 ± 12 90 ± 14 85 ± 7 
DP2 230 ± 19 110 ± 18 102 ± 10 
DP3 170 ± 12 70 ± 12 72 ± 8 
DP4 115 ± 10 60 ± 11 42 ± 9 
DP5 76 ± 10 41 ± 6 25 ± 4 
DP6 40 ± 4 17 ± 3 13 ± 5 
DP7 15 ± 1 6,5 ± 1,3 1,8 ± 2,7 
DP8  ±   ±   ±  
DP9  ±   ±   ±  
PP 27 ± 9 7,5 ± 3  ±  
DP1-
PP 
860 ± 72 390 ± 67 340 ± 41 
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(taulukko 12). Kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisen tumman suklaan 
kaakaojauhefraktion korvaaminen alkaloimattomalla kaakaolla lisäsi tuotteen kaakaon 
flavanolien kokonaispitoisuutta 16 % ja vastaavasti korvaaminen ACTICOA™-
kaakaojauheella lisäsi kokonaispitoisuutta 153 prosentilla. Alkuperäisessä alkaloimatonta 
kaakaojauhetta sisältävässä suklaassa ei ollut lainkaan heksameereja suurempia flavanolien 
polymeerejä, mutta molemmissa kaakaojauhefraktioltaan muutetuissa suklaissa oli myös 
heptameereja ja dekameereja suuurempia flavanolien polymeereja (PP).  
Kaakaojauhefraktion vaihtaminen alkaloimattomaan kaakaojauheeseen lisäsi tuotteen 
flavanolien monomeereja 9 %, dimeerejä 4 %, tetrameereja 38 %, pentameerejä 66 % ja 
heksameereja 35 % (Taulukko 12). Alkaloimatonta kaakaojauhetta sisältävässä näytteessä 
flavanolien heptameerien pitoisuus oli 6,5 mg/100g tuorepainoa ja dekameereja 
suurempien polymeerien pitoisuus 7,5 mg/100 g tuorepainoa, kun alkaloitua 
kaakaojauhetta sisältävässä näytteessä näitä ei ollut lainkaan.  
Vaihdettaessa alkuperäisen markkinoilla olevan tuotteen kaakaojauhefraktio 
ACTICOA™-kaakaojauheeseen lisääntyi tuotteen flavanolien monomeerien pitoisuus 129 
%, dimeerien 126 %, trimeerien 128 %, tetrameerien 174 %, pentameerien 209 % ja 
heksameerien 218 % (Taulukko 12). Flavanolien heptameerien pitoisuus oli  14,5 mg/100 
g tuorepainoa ja dekameereja suurempien polymeerien pitoisuus 26,5 mg/100 g 
tuorepainoa. 
 
Kuva 20. Kaakaojauhefraktioltaan muunneltujen kaakaopitoisuudeltaan 70-%:isien tummien 
suklaanäytteiden kaakaon flavanolien polymeroitumisasteiden prosentuaaliset osuudet näytteen flavanolien 
kokonaispitoisuudesta (n=3) 
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Kaakaojauhefraktion muuttaminen vaikuttaa selvästi kaakaon flavanolien pitoisuuteen 
tuotteessa, mutta sen vaikutus tuotteen flavanolien suhteeseen on vähäisempi. 
Pentameerien ja niitä pienempien flavanolien suhteet pysyvät suunnilleen samana ja 
muutosta tapahtuu vain hepta- heksa- ja dekameereja suurempien polymeerien osalta 
(Kuva 20).  
30 % kaakaota sisältävä maitosuklaa 
Kaakaota 30 % sisältävän maitosuklaan raaka-aineiden vaikutusta tutkittaessa keskityttiin 
maidon olomuodon vaikutukseen. Toisessa näytteessä lisätty täysmaito oli tuoretta ja 
toisessa maitojauheena. Verrattaessa näytteiden kaakaon flavanoliprofiileja huomataan, 
että maitojauheesta valmistetun maitosuklaan konssimassanäytteen kaakaon flavanolien 
kokonaispitoisuus on 114 % suurempi kuin tuoremaidosta valmistetussa suklaassa 
(taulukko 11). Flavanolien monomeerien pitoisuus oli 126 % suurempi, dimeerien 98 %, 
trimeerien 96 %, tetrameerien 149 % ja pentameerien 236 %. Pentameereja suurempia 
prosyanidiineja ei kummassakaan 30 % maitosuklaassa havaittu. 
Kuva 21. Tuoremaidosta ja maitojauheesta valmistettujen, 30 % kaakaota sisältävien, maitosuklaiden 
valssijauhe- ja konssimassanäytteiden kaakaon flavanolien polymeroitumisasteiden prosentuaaliset osuudet 
näytteen flavanolien kokonaispitosuudesta (n=3) 
Vaikka maidon olomuoto vaikuttaa selvästi tuotteen flavanolien pitoisuuteen, ei tuotteen 
flavanolien jakauma kuitenkaan oleellisesti muutu (kuva 21). Tuoremaidosta valmistetussa 
suklaassa on siis lähes samassa suhteessa kaakaon flavanoleja kuin suklaassa, jonka 
valmistusaineena on käytetty maitojauhetta.   
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3.3.5    Raakasuklaan valmistusprosessin vaikutuksen vertailu perinteisen suklaan 
valmistusprosessiin ja Crumb-maitosuklaajauheen kaakaon flavanolien profiili 
 
Raakasuklaanäytteiden ja Crumb-jauheiden kaakaon flavanolipitoisuudet on esitetty 
taulukossa 13. 
Taulukko 13. Raakasuklaa- ja Crumb-näytteiden kaakaon flavanolipitoisuudet ja niiden hajonnat 
polymeroitumisasteensa (DP) mukaan, Lovechock- ja Crumb 1-näytteet: n=2, Puhdistamo- ja Crumb 2-
näytteet n=3 ( mg/100 g tuorepainoa). 
 Lovechock 80% 
raakasuklaa  
Puhdistamo –Real Foods 70 % 
raakasuklaa  
Crumb 1 Crumb 2  
DP1 100 ± 12 60 ± 22 4,8 ± 1,4 5,3 ± 0,6 
DP2 125 ± 7 80 ± 28 16 ± 5 16 ± 2 
DP3 105 ± 4 70 ± 24 8 ± 3,6 6,3 ± 0,9 
DP4 69 ± 1 45 ± 13 3,1 ± 0,3 2,6 ± 1,3 
DP5 41 ± 8 32 ± 9 1,4 ± 1,7    
DP6 16 ± 6 17 ± 5       
DP7 4,1 ± 2,4 7,5 ± 1,4       
DP8    1,4 ± 1,5       
DP9             
PP 20 ± 7 11 ± 4       
DP1-PP 480 ± 19 330 ± 105 34 ± 12 30 ± 3 
 
Raakasuklaan valmistusprosessin vaikutus verrattuna perinteiseen suklaan valmistukseen 
Raakasuklaanäytteinä oli kaksi raakasuklaata, kaakaopitoisuudeltaan 80-prosenttinen 
hollantilainen Lovechockin ja Suomessa valmistettu 70-prosenttinen Puhdistamon 
raakasuklaa. Kaakaota 80 % sisältävän raakasuklaan kaakaon flavanolien 
kokonaispitoisuus oli 480 mg/100 g tuorepainoa ja kaakaota 70 % sisältävän suklaan 
330 mg/100 g tuorepainoa (taulukko 13). Raakasuklaan ja perinteisen valmistusprosessin 
vaikutuksien vertailua varten tuorepainoa kohden olevat tulokset suhteutettiin näytteiden 
kaakaopitoisuutta kohden (kuva 22).  
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Kuva 22. Kaakaopitoisuudeltaan 80- ja 70-prosenttisten raakasuklaiden ja 70-prosenttisen markkinoilla 
olevan tumman suklaan kaakaon flavanolien jakaumat polymeroitumisasteen mukaisesti suhteutettuna 
kaakaopitoisuuteen (n=3). 
 
Kaakaota 80 % sisältävän raakasuklaan kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus oli 
kaakaopitoisuuteen suhteutettuna 24 % suurempi kuin 70-prosenttisen tumman suklaan 
(taulukot 12 ja 13, kuva 22).  Flavanolien monomeerien ja dimeerien pitoisuudett olivat 
kumpikin 6 % suurempia, trimeerien 26 %, tetrameerien 42 %, pentameerien 47 %, 
heksameerien 12 % ja heptameerien 105 %. Heptameerejä suurempia prosyanidiinien 
polymeereja ei 70-prosenttisesta tummasta suklaasta löytynyt, mutta 80-prosenttisessa 
raakasuklaassa oli lisäksi dekameerejä suurempia polymeereja 20 mg/100 g tuorepainoa. 
Kaakaota 70 % sisältävässä raakasuklaassa oli vain 5 % vähemmän yhteen laskettuja 
kaakaon flavanoleja kuin 70 % tummassa suklaassa, mutta niiden kaakaon 
flavanoliprofiilit erosivat kuitenkin toisistaan (taulukot 12 ja 13, kuva 22). Raakasuklaassa 
oli 32 % vähemmän flavanolien monomeereja ja 20 % vähemmän dimeerejä kuin 
tummassa suklaassa, saman verran trimeerejä ja 6 % enemmän tetrameerejä, 29 % 
enemmän pentameereja, 37 % enemmän heksameereja ja 325 % enemmän heptameereja. 
Lisäksi 70-prosenttisessa raakasuklaassa oli hieman flavanolien oktameereja ja 
dekameereja suurempia polymeereja (2 mg ja 11 mg/100 g tuorepainoa), jotka puuttuvat 
70-prosenttisesta tummasta suklaasta. 
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Crumb-maitosuklaajauheen kaakaon flavanolien profiili 
 
Kahdesta eri erästä kerätyistä Crumb-näytteistä saatiin kokonaisflavanolipitoisuudeksi 
keskimäärin 32 mg/100 g tuorepainoa (taulukko 13). Eniten Crumb-näytteissä oli 
flavanolien dimeerejä. Toisesta näyte-erästä määritettiin kaakaon flavanoleja 
tetrameereihin asti, toisessa erässä oli myös pentameereja (1,4 mg/100 g tuorepainoa, s 1,7, 
n=2). Kuvassa 10 Crumb-näytteiden kaakaon flavanoliprofiilit on suhteutettu niiden 
sisältämään kaakaopitoisuuteen ja esitetty vertailun vuoksi näytteistä ainesosiltaan Crumb-
jauhetta parhaiten vastaava kaakaopitisuudeltaan 30-prosenttisen maitojauheesta 
valmistetun maitosuklaan valssijauhe-näyte. Koska Crumb-näytteiden kaakaopitoisuus on 
vain 10 %, niiden kaakaon flavanolien pitoisuus kymmenkertaistuu, kun se suhteutetaan 
kaakaopitoisuuteen näytteiden välisen vertailun helpottamiseksi. Kaakaopitoisuuteen 
suhteutettuna Crumb-näytteiden kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus oli noin 70 % 
vertailunäytteen pitoisuudesta. 
 
Kuva 23. Crumb-jauhenäytteiden (kaakaopitoisuus 10 %) ja kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttisen, 
maitojauheesta valmistetun maitosuklaan valssijauhenäytteen kaakaon flavanolien jakaumat 
polymeroitumisasteen mukaisesti suhteutettuna kaakaopitoisuuteen, Crumb-näyte 1: n=2, Crumb-näyte 2 ja 
30 % kaakaota sissältävän maitojauheesta valmistetun maitosuklaan valssijauhenäyte: n=3. 
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3.4    POHDINTA 
 
3.4.1    Flavanolien eristys ja analytiikka 
 
Tulosten  tarkastelussa huomioon otettavaa on erityisesti kaksi seikkaa: flavanolien eristys 
ml. rasvanpoisto sekä flavanolien kvantiointiin valittu menetelmä. Tässä työssä flavanolit 
uutettiin 70-prosenttisella asetonilla ASE-uuttolaitteistolla sen jälkeen, kun näytteistä oli 
poistettu rasva heptaani-isopropanoli-liuoksella. Rasvanpoistossa lämpötila kohoaa 170 
°C:een, mikä saattaa vaikuttaa flavanolien pitoisuutta alentavasti. AOAC (engl. 
Association of Official Agricultural Chemists) -yhdistyksessä tällä hetkellä validoitavana 
olevassa kaakaon flavanolien polymerisaatioasteeseen perustuvassa erotusmenetelmässä 
(Robbins ym. 2013) rasvanpoisto tehdään hellävaraisemmin heksaaniuuton avulla. Tosin 
ehdotettua rasvanpoistomenetelmää ei ole ko. tutkimuksessa verrattu muihin menetelmiin. 
NIST:in omassa määritysmenetelmässä SRM2384-leivontasuklaanreferenssimateriaalin 
katekiinien määrittämiseen rasvanpoistoon käytetään kolminkertaista heksaaniuuttoa. 
Rasvanpoistoa heksaanilla ilman lämpökäsittelyä on käytetty myös muissa tutkimuksissa, 
joissa on määritetty suklaan ja kaakaon flavanoleja (Gu ym. 2006;  Robbins ym. 2009). 
Tutkielman kvantitointimenetelmällä, jossa monomeerit määritettiin (-)-epikatekiinin 
avulla ja dimeerit sekä sitä suuremmat polymeerit B2-prosyanidiinin avulla, saadut 
tulokset jäivät 40 – 55 prosenttiin NIST SRM2384-leivontasuklaareferenssimateriaalin 
sertifikaatin vertailuarvoista. Epikatekiini jäi 40 %:iin, monomeerit 55 %:iin ja 
monomeerien ja oligomeerien (DP1-DP10) yhteispitoisuus jäi 42 %:iin sertifikaatin 
arvoista (Taulukko 14). Syytä alhaiseen saantoon etsittiin muun muassa 
kvantitointimenetelmästä, koska se poikkesi sertifioinnissa käytetystä menetelmästä, ja 
siksi NIST SRM2384-referenssimateriaalin näytteet kvantitoitiin uudestaan käyttäen 
pelkkää (-)-epikatekiinistandardia. Tällöin tulokset olivat kuitenkin vielä alhaisempia, 
esimerkiksi monomeerien ja oligomeerien yhteispitoisuus jäi vain 28 %:iin vertailuarvosta. 
Näin ollen tulosten alhaisuus ei johdu siitä, että kvantitioinnissa käytettiin (-)-epikatekiinin 
lisäksi B2-prosyanidiinia oligomeereille vaan muista tekijöistä, joita voivat olla joko virhe 
standardisuoran valmistuksessa, prosyanidiinien tuhoutuminen / jääminen rasvamatriisiin 
uuttovaiheessa tai se, että vertailumateriaalisuklaalevyn pakkaus oli avattu jo muutamia 
vuosia sitten ja se altistui näin hapen vaikutukselle. Tuloksia alentavan tekijän 
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selvittämiseksi menetelmään tulisi ottaa mukaan sisäinen standardi ja vertailla esimerkiksi 
erilaisten uuttotekniikoiden vaikutusta tuloksiin. 
Taulukko 14. Tutkielman NIST-SRM2384-leivontasuklaareferenssimateriaalin kaakaon flavanolien pitoisuudet 
ryhmiteltynä ja kahdella eri tavalla kvantitoituna,  sertifioidut arvot ja kahden muun tutkimusryhmän tulokset 
samalle sertifikaatille vertailua varten,  mg/100 g tuorepainoa 
 Tutkielma
(1
 Tutkielma
(2
  SRM2384
(3
  Gu ym. 2006
(4 
Robbins ym. 2009
(5 
Epikatekiini 49 ± 8 49 ± 8 122 ± 24    ±  
Monomeerit 82 ± 14 82 ± 14 150 ± 22 151  143 ± 20 
DP2-DP10 355 ± 56 186 ± 32    1353   ±  
PP 15 ± 12 8 ± 6    1001   ±  
DP1-DP10 437 ± 69 286 ± 41 1030 ± 110 1504  1136 ± 60 
DP1-PP 452 ± 63 276 ± 41      2505   ±  
1)
 Monomeerit kvantitoitu  (-)-epikatekiinilla, oligomeerit ja polymeerit B2-prosyanidiinilla.                                             
2) Kaikki ryhmät kvantitoitu (-)-epikatekiinilla.                                                
3) 
Kaikki ryhmät kvantitoitu (-)-epikatekiinilla.
                                
4) Määritysmenetelmä HPLC-ESI/MS                       
5) 
Jokainen DP-ryhmä kvantitoitu oman kalibraatiosuoran avulla.
 
 
SRM2384-referenssimateriaalia on aiemminkin käytetty kaakaon flavanolien 
määritysmenetelmien tarkkuuden tarkistamiseen (Gu ym. 2006; Robbins 2009). Gu ym. 
(2006) määrittivät tutkimusartikkelissaan kaakaon ja suklaatuotteiden prosyanidiini- ja 
katekiinipitoisuuksia ja antioksidanttista kapasitettia. Prosyanidiini- ja katekiinipitoisuus 
määritettiin normaalifaasi HPLC-ESI/MS-menetelmällä ja SRM2384-referenssimateriaalin 
pitoisuustulokset olivat hyvin linjassa sertifioitujen arvojen kanssa (Taulukko 14). Vuonna 
2009 Robbins ym. optimoivat kaakaon flavanolien polymerisaatioasteeseen perustuvaa 
normaalifaasi HPLC-fluoresenssi -menetelmää (johon nyt hyväksyttävänä oleva AOAC-
menetelmä perustuu) ja seurasivat sen toimivuutta laboratorion sisäisesti ja pienen skaalan 
laboratorioiden välisen vertailun avulla. Menetelmän tarkkuutta seurattiin vertaamalla 
SRM2384-leivontasuklaareferenssimateriaalin tuloksia sertifioituihin arvoihin (Taulukko 
14). Tässä vaiheessa kalibrointia ei vielä tehty korrelaatiokertoimien avulla, vaan jokainen 
polymeerifraktio eristettiin ja puhdistettiin yksitellen, minkä jälkeen ne yhdistettiin 
referenssistandardiksi. Myöhemmin he ottivat käyttöön korrelaatiokertoimet, joiden avulla 
muut polymeerifraktiot laskettiin epikatekiinin standardisuorasta. 
Suklaan ja muiden kaakaota sisältävien tuotteiden flavanolien ja prosyanidiinien 
määritykseen käytettävän HPLC-fluoresenssi-menetelmän toistettavuutta tutkittiin 
kansainvälisellä laboratorioiden välisellä vertailulla (Robbins ym. 2013). Kaakaon 
flavanolien vertailtavana pitoisuusarvona käytettiin polymerisaatioasteeltaan 1-10 
oligomeeristen fraktioiden summaa. Näytteinä olivat mm. tumma- ja maitosuklaa, 
kaakaojauhe, kaakaomassa ja kaakaouute. SRM2384-referenssimateriaalia käytettiin 
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retentioajan referenssinäytteenä, johon näytteiden DP-fraktioiden retentioaikaa verrattiin, 
mutta sen kaakaon flavanolipitoisuutta ei enää erikseen analysoitu. Kaakaon flavanolien 
yhteispitoisuus näytteissä vaihteli välillä 2-500 mg/g kuiva-ainetta. 12 laboratorion 
tuloksien pohjalta saatiin toistettavuuden (RSDr) arvoiksi alle 10 % joka näytteen osalta. 
Uusittavuuden (RSDR) arvot vaihtelivat välillä 5,03-12,9 % näytteille jotka sisälsivät 8,07-
484,7 mg/g kaakaon flavanoleja (DP1-10). Näytteelle, joka sisälsi kaakaon flavanoleja 
vain 2 mg/g, RSDR oli muita korkeampi (17,68 %). HorRat-arvot olivat välillä 1,35-4.39. 
Menetelmän toimivuutta mittaavien parametrien arvot olivat odotettujen RSDr-arvojen 
välillä ja RSDR-arvot olivat saman suuntaisia. HorRat arvojen vaihtelu on samaa luokkaa 
muiden spesifisten molekyylien mittaamiseen monimutkaisista ruokamatriiseista 
kehitettyjen menetelemien kanssa (esim. lykopeeni). 
Testattavana olevassa menetelmässä kalibrointi suoritettiin (-)-epikatekiinin ja DP2-10 
fraktioille määritettyjen suhteellisten korrelaatiokertoimien (engl. Relative Response 
Factors, RRF) avulla. Korrelaatiokertoimia käytettiin, koska kaikkia fraktioita ei ole 
kaupallisesti saatavilla ja jos kukin laboratorio olisi eristänyt fraktiot itse, olisi se vienyt 
liikaa aikaa ja johtanut puhtausasteeltaan eroaviin tuloksiin. Käytetyt korrelaatiokertoimet 
soveltuvat vain tähän tutkittuun menetelmään, sillä ajoliuoksen koostumus vaikuttaa 
fluoresenssidetektorin vasteeseen. Korrelaatiokertoimien määritys kuvataan Robbisin ym. 
(2012) aiemmassa artikkelissa. Korrelaatiokertoimet määritettiin injektoimalla erikseen 
tunnettu konsentraatio puhdistettua prosyanidiinia ja laskemalla pitoisuus huomioiden sen 
aiheuttaman vasteen suhteellinen osuus (-)-epikatekiinin vasteesta. Esimerkiksi DP2-
fraktiolle korrelaatiokerroin on 0,374 ja DP10-fraktiolle 0,121, eli DP2-fraktion 
fluoresenssidetektorin vasteen kuvataan olevan vain 37,4 prosenttia epikatekiinista ja 
DP10-fraktion enää 12,1 prosenttia. Laskettaessa kunkin fraktion pitoisuutta epikatekiinin 
kalibraatiosuora korjattiin kullekin fraktiolle määritetyllä kertoimella. 
Koska NIST-SRM2384-leivontasuklaareferenssimateriaalin tulokset jäivät noin puoleen 
(monomeerit 55 prosenttiin, monomeerien ja oligomeerien summa 42 prosenttiin) 
sertifioiduista vertailuarvoista, tulee tutkimuksen tulosten absoluuttisiin arvoihin suhtautua 
sen mukaisella varauksella. Tämä ei kuitenkaan estä tutkimustavoitteisiin vastaamista, sillä 
prosessoinnin vaikutusta tutkitaan vertaamalla pitoisuuksien suhteellisia muutoksia 
prosessivaiheesta toiseen siirryttäessä. 
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3.4.2    Raaka-aineiden vaikutus kaakaon flavanoleihin 
 
Tutkittaessa käytetyn kaakaon prosessointimenetelmien vaikutusta lopputuotteen 
flavanoleihin ja prosyanidiineihin huomattiin, että alkaloimattoman kaakaojauheen (10 % 
suklaaseen käytetystä kaakaosta) käyttäminen raaka-aineena lisäsi flavanolien 
kokonaispitoisuutta 16 prosentilla. Huomattavampi muutos saatiin kuitenkin, kun 
kaakaofraktio korvattiin flavanoleja säästäen valmistetulla ACTICOA™-kaakaojauheella. 
Tällöin suklaan flavanolien kokonaispitoisuus 2,5-kertaistui. 
Miller ym. (2008) määrittivät tutkimuksessaan 20 kaupallisen kaakaojauheen 
alkalointiprosessin asteen ja flavanolipitoisuuden. Alkalointi on 180 vuotta käytössä ollut 
menetelmä, joka vähentää kaakaon karvautta, tummentaa sen väriä ja parantaa 
dispergoituvuutta, jolloin kaakaojuoman valmistus helpottuu. Alkaloinnissa kaakaojauhe 
altistetaan emäkselle ja lämmölle, jolloin kaakaojauheen pH kasvaa. Käsittelemättömien 
kaakaojauhenäytteiden pH oli välillä 5,3-5,8. Alkalointikäsittelyjä on vahvuudeltaan 
eritasoisia (Miller ym. 2008). Alkalointikäsittely voi olla kevyt, keksivahva tai vahva. 
Kevyen alkaloinnin jälkeen kaakaojauheen pH on välillä 6,5-7,2, keskivahvan 7,21-7,60 ja 
vahvan yli 7,60. Alkaloinnin vaikutusta flavanolipitoisuuteen voidaan mitata suoraan tai 
välillisesti ORAC-testillä antioksidanttiaktiivisuutta mitaten. Miller ym. (2008) totesivat 
tutkimuksessaan sekä antioksidanttiaktiivisuuden että kokonaisflavanolipitoisuuden 
laskevan lineaarisesti kaakaojauheen pH:n noustessa. Myös yksittäin tarkasteltuna 
flavanolimonomeerien, oligomeerien ja polymeerien pitoisuudet vähenivät lineaarisesti 
suhteessa lopputuotteen pH:n kasvuun. Heidän mukaansa alkalointi vähentää tasaisesti 
kaikkia kaakaon flavanoleja samassa suhteessa. Taulukkoon 15 on koottu USDA:n 
ravintotietokannan ja Gu ym. (2006) artikkelissa julkaistuja tyypillisten kaakaotuotteiden 
flavanoli- ja prosyanidiinipitoisuuksia polymeroitumisasteen mukaan jaoteltuna. 
Verrattaessa alkakoidun kaakaojauheen monomeerien ja kaakaon flavanolien 
yhteispitoisuutta alkaloimattomaan natural-kaakaojauheeseen voidaan todeta monomeerien 
pitoisuuden olevan 40 % ja kokonaispitoisuuden 65 % natural-kaakaojauheen  
pitoisuuksista. Tosin kaakaojauheiden lähtöaineet eivät ole välttämättä samat. Verrattaessa 
tämän tutkielman tuloksia taulukon 15 arvoihin huomataan, että kaakaomassan ja tumman 
suklaan osalta tulokset ovat samaa suuruusluokkaa. Tutkielman kaakaomassanäytteiden 
kokonaisflavanolipitoisuudet olivat välillä 1100–2000 mg/100 g tuorepainoa ja 
tummasuklaanäytteiden 340–860 mg/100 g tuorepainoa. USDA:n tietokannan mukaan 
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kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus kaakaomassalle on 1480 mg/100 g tuorepainoa ja 
tummalle suklaalle 230 mg/100 g tuorepainoa (taulukko 15). 
Taulukko 15. Kaakaotuotteiden polymeroitumisasteen mukaisia flavanoli ja prosyanidiinipitoisuuksia 
USDA:n ravintotietokannan ja GU ym (2006) mukaan, mg/100 g tuorepainoa. 
Tuote yksiköiden määrä  
 1 2 3 4-6 7-10 polymeerit yhteensä 
Kaakaopapu
(1 
1380 830 790 2690 2220 1570 9480 
Kaakaomassa
(1
 360 310 210 410 190 - 1480 
Kaakaojauhe, natural
(1
 320 180 160 520 190 - 1370 
Alkaloitu kaakaojauhe
(2
 130 230
(3 
 190 110 230 890 
Tumma suklaa
(1
 80 60 30 50 10 - 230 
Maitosuklaa
(1
 20 20 10 40 20 32 142 
Kaakaojuoma,  
tehty veteen
(1
 
1 0,4 0,1 - - - 1,5 
1) 
USDA Database for the Proanthocyanidin content of selected foods              
2)
 Gu ym 2006              
3) 
luvussa yhteenlaskettuna sekä dimeerit että trimeerit 
 
ACTICOA™-menetelmä on Barry Callebaut yhtion patentoima kaakaon flavanoleja 
säästävä kaakaojauheen valmistusmentelmä. Myös Mars yhtiöllä on oma vastaavansa 
nimeltä Cocoapro®. ACTICOA™-kaakaojauheesta vähintään 7,5 % on kaakaon 
flavanoleja, mikä on noin seitsemän kertaa enemmän kuin tavallisessa kaakaojauheessa, 
jonka ainesosista yleensä vain 1 % on kaakaon flavanoleja. Suurempi flavanoliptiosuus 
saavutetaan kaakaopapujen huolellisella esivalinnalla, jossa karsitaan pois muut kuin 
luonnostaan runsaasti flavanoleja sisältävät kaakaopapulajikkeet, ja miedolla 
prosessoinnilla niin, että mahdollisimman vähän flavanoleja menetetään. Tarkka 
prosessointitapa on yrityssalaisuus. Sen avulla saadaan kuitenkin noin 50 % kaakaopavussa 
olevista flavanoleista säilytettyä kaakaojauheeseen, kun perinteisen prosessoinnin avulla 
kaakaojauheeseen jää yleensä vain 9 % kaakaopavussa olleista flavanoleista. 
Oracz ym. (2013) summaavat katsausartikkelissaan kaakaolajikkeen, kasvualueen ja 
prosessointitapojen vaikutuksia kaakaopapujen polyfenolisten yhdisteiden koostumukseen. 
He toteavat, että päälajikkeista forasterossa on eniten polyfenolisia yhdisteitä. Criollossa 
on pääsääntöisesti vain kaksi kolmasosaa forasteron määrästä. Pääosa criollon 
polyfenolisista yhdisteistä on epikatekiinia, kun muissa lajikkeissa polyfenolisten 
yhdisteiden kirjo on runsaampi. Myös viljelyolosuhteiden vaikutus polyfenolisten 
yhdisteiden laatuun ja pitoisuuteen on suuri ja siksi vaihtelua ilmenee paljon myös 
lajikkeen sisällä. Aistinvaraisesti voidaan havaita criollo- tai Arriba nacional-lajikkeiden 
vähäisempi kaakaon flavanolien pitoisuus niiden hienovaraisesta aromikkuudesta, joka 
pääsee esiin, kun flavanolien pistävyys ei ole sitä peittämässä. Perinteisten lajikkeiden 
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(forastero, criollo trinitario ja nacional) rinnalla on paljon erilaisia kloonilajikkeita. Näistä 
erityisen runsasflavanolisena erottuu lajike CCN51, oli sen kasvupaikka sitten Samoalla tai 
Ecuadorissa. 
Suklaan muiden raaka-aineiden vaikutusta tuotteen kaakaon flavanolien pitoisuuteen  
tutkittiin maidon osalta. Kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttisista suklaista toisen 
valmistukseen oli käytetty tuoremaitoa ja toisen maitojauhetta. Maitojauheesta valmistetun 
suklaan konssausnäytteen flavanolien kokonaispitoisuus oli yli kaksinkertainen 
tuoremaidosta valmistetun suklaan näytteeseen verrattuna. Tuotteen flavanolien jakauma 
kuitenkaan oleellisesti muuttunut.  
Useissa tutkimuksissa, joissa on haluttu selvittää kaakaon flavanolien bioaktiivisuutta, on 
tutkittu matriisin vaikutusta bioaktiivisuuteen. Esimerkiksi Vega ja Grover (2011) tutkivat 
kaakaon flavanolien vaikutusta maidon fysikaalis-kemiallisiin ominaisuuksiin, koska olisi 
hyvä tietää vaikuttaako maito kaakaon flavanolien bioaktiivisuuteen esimerkiksi 
saostamalla niitä proteiiniensa avulla. Tällä olisi merkitystä sekä maitosuklaan että 
maitokaakaon fuktionaalisiin ominaisuuksiin.  
Polyfenoliset yhdisteet ja erityisesti oligomeeriset prosyanidiniit sitoutuvat vahvasti 
proteiineihin yleensä ja erityisesti sellaisiin, joissa on paljon proliinia, kuten maidon 
kaseiineissa on. Sitoutumisen luonteeseen vaikuttaa paljon se, missä suhteessa proteiineja 
ja polyfenoleja matriisissa on. Proteiinin ja polyfenolisen yhdisteen sitoutumiseen 
vaikuttavat pH, lämpötila, fenolisen yhdisteen rakenne, proteiinin koko ja sen 
aminohappokoostumus ja ympäristön liuotinominaisuudet (Serafini ym 1997). Kompleksin 
muodostuminen voi olla palautumatonta tai palautuvaa. Pysyvät kompleksit muodostuvat 
yleensä hapen tai polyfenoloksidaasien läsnäollessa, palautuvat kompleksit taas johtuvat 
ei-kovalenttisistä sidosvoimista kuten hydrofobisesta vuorovaikutuksesta, vetysidoksista ja 
ympäristön liukoisuusvoimista (Haslam ym 1999). Artzin ym (1987) mukaan tehokas 
proteniinien saostaja tanniini koostuu vähintään kolmesta monomeerista, dimeerit 
saostavat proteiineja vain hieman ja monomeerit eivät lainkaan. Kompleksin syntymisestä 
vastaavat pääasiassa tanniinin hydroksyyliryhmien ja proteiinien karbonyyliryhmien välille 
muodostuvat lukuisat vetysidokset. 
Viimeaikaisten maidon proteiinien vaikutuksia kaakaon flavanolien bioaktiivisuuteen 
selvittäneiden tutkimusten pohjalta Crozier ym. (2012) summaavat, että maidon proteiinien 
vaikutus kaakaon flavanolien biokatiivisuuteen riippuu flavanolien pitoisuudesta. Maidon 
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proteiinit pystyvät vaikuttamaan kaakaon flavanolien imeytymiseen (joko muodostamalla 
liukenemattomia komplekseja tai muuten häiritsemällä imeytymistä ohutsuolenseinämän 
läpi), jos flavanolien pitoisuus on käytetyssä kaakaossa ollut alhainen, kuten Mullen ym. 
(2009) tutkimuksessa 18 µmol katekiineja/100 ml, mutta jos käytetty kaakao sisältää 
enemmän flavanoljea kuten Rouran ym. (2007) tutkimuksessa 51,2 µmol/100 ml, eivät 
maidon proteiinit enää haittaa imeytymistä. 
Maitojauheen valmistuksessa käytetään kuumennuskäsittelyä, joka on usein voimakkaampi 
kuin pastöroinnissa, joten denaturoituneiden proteiinien pitoisuus saatta olla suurempi kuin 
tuoremaidossa ja näin niitä olisi vähemmän vapaana reagoimaan kaakaon flavanolien 
kanssa, mikä saattaisi selittää maitojauheesta valmistetun suklaan suuremman flavanolien 
pitoisuuden. 
 
3.4.3    Valmistusprosessin vaikutus kaakaon flavanoleihin 
 
Kaakaomassan valmistukseen fermentoiduista ja paahdetuista kaakaopavuista tarvitaan 
kaksi vaihetta: jauhatus ja osittainen pressaus, jossa osa kaakaovoista erotetaan 
kaakaomassasta. Molemmat vaiheet altistavat kaakaon flavanolit hapettumis- ja 
kondensaatioreaktiolle korkeassa lämpötilassa. Jauhettaessa kaakaopapu kaakaomassaksi 
flavanolien kokonaispitoisuus alenee 23 prosentilla. Flavanoliprofiilit eivät kuitenkaan 
juuri muutu. Sekä pavussa että vastaavassa massassa flavanolien kokonaisäärästä noin 95 
prosenttia on ryhmissä DP1 - DP6, joiden pitoisuudet eivät vaihtele prosessissa. 
Prosyanidiinit DP7 – PP, joissa on suhteellisesti suurempia muutoksia, vastaavat vain 5 % 
näytteiden kokonaisflavanoliprofiilista. Esimerkiksi verratessa fermentoidun pavun ja siitä 
valmistetun kaakaomassan flavanolipitoisuuksia huomataan, että vain dekameereja 
suurempia polymeereja oli enemmän massanäytteessä kuin papunäytteessä (166 % 
enemmän). PP:iden suhteellinen osuus on kuteinkin hyvin pieni (papunäytteessä 0,6 ja 
massanäytteessä 2 prosenttia), joten voidaan todeta, että kaakaopapujen prosessointi 
kaakaomassaksi vähensi selvästi flavanolien pitoisuutta, vaikka PP:itä olikin massassa 
papua enemmän.  
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Taulukko 16. Kaakaotuotteiden polymeroitumisasteen mukaisia flavanoli- ja prosyanidiinipitoisuuksia 
Ortegan ym. (2008) mukaan, mg katekiinia/1 g näyteuutetta. 
 Fermentoitu papu Nibsi Kaakaomassa Kaakaojauhe 
Katekiini 0,43 3,12 1,53 6,97 
Epikatekiini 4,31 6,15 4,72 2,34 
DP 2 10,43 14,81 10,38 10,67 
DP 3 6,37 7,60 5,23 1,03 
DP 4 2,88 2,51 1,89 0,12 
DP 5 0,08 0,08 0,04 0,01 
DP 6 0,36 0,29 0,22  
DP 7 0,04 0,03 0,02  
DP 8 0,03 0,03 0,02  
DP 9 0,03 0,03 0,02  
DP 1-9 24,97 34,64 24,08 21,14 
 
Ortega ym. analysoivat tutkimuksessaan (2008) muun muassa ghanalaisesta forastero-
lajikkeesta saadun fermentoidun kaakaopapunäyteen, paahdetun ja jauhetun nibsinäytteen, 
edelleen jauhamalla ja pressaamalla saadun kaakaomassanäytteen ja edelleen pressaamalla 
saadun kaakaojauhenäytteen sisältämät kaakaon flavanolit ja prosyanidiinit 
UHPLC-MS/MS-menetelmällä. Tulokset on koottu taulukkoon 16. Kaakaon flavanolien 
kokonaisptioisuus oli suurin nibsinäytteessä ja laski kaakaopavun tasolle 
kaakaomassanäytteessä. Ortegan ym. mukaan nibsinäytteen suurempi kaakaon flavanolien 
pitoisuus voi johtua jauhatuksen ja paahtamisvaiheiden aikana tapahtuvista muutoksista. 
Jauhatus ja paahto voivat lisätä soluseinien rikkoutumista, mikä voi johtaa kaakaon 
flavanolien liukoisuuden ja diffuusion lisääntymiseen. Nämä muutokset voisivat selittää 
kaakaonibsinäytteen kaakaopapunäytettä suuremman fenolisten yhdisteiden pitoisuuden. 
Toisaalta taas kaakaomassanäytteessä pitoisuudet olivat nibsinäytettä alhaisempia ja 
samalla tasolla kaakaopapunäytteen kanssa. Tämä saattaa johtua pressaus- ja 
jauhatusvaiheista. Näissä valmistusvaiheissa tapahtuu hapettumis- ja 
kondensaatioreaktioita, jotka myös voivat vaikuttaa fenolisten yhdisteiden menetykseen. 
Pressauksen aikana lämpötila nousee ja prosyanidiinien hajoaminen lisääntyy. Lisäksi 
huomioitavaa on, että katekiinin pitoisuus on muita suurempi kaakaojauhenäytteessä. 
Tämä johtunee joko kaakaojauheen valmistuksessa tapahtuvasta epikatekiinin 
isomerisaatiosta katekiiniksi tai prosyanidiinien monomerisaatiosta. 
 Tässä tutkimuksessa ei ollut mukana nibsinäytettä, vaan kaakaopapunäyte oli itsessään 
fermentoitu sekä paahdettu, joten sen voisi sanoa olevan lähempänä Ortegan ym. 
tutkimuksessa kuvattua nibsnäytettä kuin kaakaopapunäytettä, jota ei ollut vielä paahdettu.  
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Suklaan valmistusvaiheista valssauksessa menetetään eniten kaakaon flavanoleja. 
Kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisen tumma suklaa -näytteen valssausvaiheessa kaakaon 
flavanoleja katoaa 47 %, tuoremaidosta valmistetun kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttisen 
maitosuklaan valssausvaiheessa 41 %, maitojauheesta valmistetun kaakaopitoisuudeltaan 
30-prosenttisen maitosuklaan valssausvaiheessa 61 % ja kaakaopitoisuudeltaan 
47-prosenttisen tumman suklaan valssausvaiheessa 40 %. Konssauksessa menetykset ovat 
pienempiä. Kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisella tumma suklaa -näytteellä 20 %, 
tuoremaidosta valmistetulla kaakaopitoisuudeltaan 30-prosenttisella 
maitosuklaa -näytteellä 6 % ja maitojauheesta valmistetulla kaakaopitoisuudeltaan 
30-prosenttisella maitosuklaa -näytteellä 9 %. Kaakaopitoisuudeltaan 47-prosenttisen 
tumman suklaan konssausnäyte hylättiin, joten siitä ei ole tietoja.  
Konssauksen jälkeisten vaiheiden vaikutusta tutkittiin vertaamalla kaakaopitoisuudeltaan 
70-prosenttisen tumma suklaa -näytteen konssausvaiheen ja valmiin suklaan kaakaon 
flavanolipitoisuuksia. Muutokset eivät olleet merkittäviä, sekä konssausnäytteessä että 
suklaanäytteessä kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus oli 340 mg/100g tuorepainoa.  
Raakasuklaanäytteistä kaakaopitoisuudeltaan 80-prosenttinen suklaanäyte sisälsi 24 % 
enemmän flavanoleja ja prosyanidiinejä kuin kaaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttinen 
tumma suklaa, kun kaakaopitoisuus oli huomioitu. 70 % kaakaota 
sisältävässä raakasuklaassa sen sijaan oli 5 % vähemmän kaakaon flavanoleja kuin 
kaakaopitoisuudeltaan 70-prosenttisessa tummassa suklaassa. Kummassakin 
raakasuklaassa on kuitenkin suurempia pitoisuuksia trimeerejä ja sitä suurempia 
prosyanidiinejä kuin tummassa suklaassa. Vaikka näytteinä olleet raakasuklaat 
valmistetaan matalissa lämpötiloissa ja niiden valmitusaineena käytetään pelkästään 
ecuadorilaista runsaasti flavanoleja sisältävää Arriba nacional -papulajiketta, oli niiden 
kaakaon flavanolien kokonaispitoisuus lopulta hyvin lähellä perinteisesti valmistettua 
tummaa suklaata. 
Raakasuklaan flavanoli- ja prosyanidiinipitoisuuksien vertailuarvoja ei löytynyt 
kirjallisuudesta, mikä johtuu osittain jo raaka-suklaan määritelmästä, joka riippuu paljolti 
valmistajasta: edes lämpötilasta, jota valmistusprosessissa ei saa ylittää, ei ole 
yksimielisyyttä. 
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5    PÄÄTELMÄT  
 
Suklaan valmistusprosessissa jokaisen suklaanäytteen osalta eniten kaakaon flavanoleja 
menetettiin valssausvaiheessa. Konssauksessa menetykset olivat vähäisiä ja sitä seuraavilla 
vaiheilla ei ollut enää merkittävää vaikutusta kaakaon flavanolien pitoisuuteen.  
Suklaan raaka-aineena käytetyn kaakaojauheen alkalointikäsittely vähensi hieman 
lopputuotteen kaakaon flavanolien kokonaispitoisuutta. Jos kaakaojauhefraktio sen sijaan 
korvattiin ACTICOA™-kaakaojauheella lopputuotteen kaakaon flavanolien 
kokonaispitoisuus yli kaksinkertaistui. 
Raakasuklaanäytteiden kaakaon kokonaisflavanolipitoisuudet olivat joko hieman 
suurempia tai samaa luokkaa perinteisen tumman suklaan kanssa, kun tulokset suhteutettiin 
kaakaopitoisuuteen. 
Maitosuklaan raaka-aineena käyetyn maidon olomuoto vaikutti kaakaon falvanolien 
pitoisuuteen suklaassa. Kaakaon flavanoleja oli enemmän maitosuklaassa, jonka raaka-
aineena oli käytetty maitojauhetta tuoremaidon sijasta. Maidon proteiinit sitovat kaakaon 
flavanoleja vähentäen näin käytettävissä olevien flavanolien pitoisuutta lopputuotteessa. 
Maitojauhe käy läpi pastörointia voimakkaamman kuumennuskäsittelyn, jolloin siinä olisi 
vähemmän proteiineja sitomaan kaakaon flavanoleja suklaassa. 
Suklaan valmistusprosessin heikentävät vaikutukset peittyivät moninkertaisesti, jos 
valmistusaineet oli osittain korvattu kaakaotuotteilla, jotka on valmistettu flavanoleja 
säästäen. Täten terveyshyödyt takaavaa kaakaon flavanolien pitoisuutta kannattaisi 
tavoitella muuttamalla toimivan suklaanvalmistusprosessin sijasta reseptikkaa sekä 
keskittyä kaakaon valmistusvaiheisiin ja varmistaa, että ne ovat hellävaraisia kaakaon 
flavanoleille.  
Koska vanhentuneen NIST-SRM2384-leivontasuklaareferenssimateriaalin tulokset jäivät 
pääosin alle puoleen sertifioiduista vertailuarvoista, tulee tutkimuksen tulosten 
absoluuttisiin arvoihin suhtautua sen mukaisella varauksella. Toisaalta saadut 
flavanolipitoisuudet ovat samaa suuruusluokkaa kuin USDA:n koostumustietotaulukossa 
ilmoitetut. Menetelmien eroavaisuus ei kuitenkaan estä tutkimustavoitteisiin vastaamista, 
sillä prosessoinnin vaikutusta tutkitaan vertaamalla pitoisuuksien suhteellisia muutoksia 
prosessivaiheesta toiseen siirryttäessä. Jatkossa referenssimateriaalin käytön tueksi 
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kannattaa ottaa sisäinen standardi, jotta esimerkiksi uuton vaikutus saadaan huomoiotua 
paremmin. 
Mikäli kaakaon flavanoleista ihmisen terveyteen näyttävät eniten vaikuttavan monomeerit 
ja trimeerit, niin menetelmää voi hyvin pitää riittävänä näiden määritykseen suklaasta. 
Lisäksi menetelmällä saadaan yhdellä kertaa riittävällä tarkkuudella erotettua kaikki 
tärkeimmät kaakaon flavanolit ja epikatekiinistandardin avulla myös epikatekiini voidaan 
erikseen tunnistaa monomeereista. 
Jatkossa flavanolianalytiikassa voisi keskittyä DP 1-3:n parempaan erottumiseen 
optimoiden sellaista näytteen pitoisuutta, jolla saataisiin hyvä resoluutio DP1-3 ryhmien 
välille, mutta myös suuremmat oligomeerit (joita näytteissä on huomattavasti pienempinä 
pitoisuuksina) olisivat määritettävissä.  
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